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 RESUMO 
 
O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o efeito de extratos 
e frações das plantas Salacia impressifolia e Croton heterodoxus, bem 
como um novo triterpeno derivativo, o fern-9(11)-ene-2α,3β-diol, na 
homeostase da glicose usando modelos experimentais in vivo e in vitro. 
Plantas e triterpenos foram avaliados quanto às atividades anti-
hiperglicêmica e/ou hipoglicemiante na curva de tolerância à glicose, em 
modelo experimental de hiperglicemia induzida por sobrecarga de 
glicose (4g/kg), assim como efeito na secreção de insulina, na atividade 
das enzimas α-glicosidases in vivo e na propriedade anti-glicação in 
vitro. Além disso, foi estudado a translocação de vesículas contendo 
insulina no pâncreas e o mecanismo de ação do triterpeno derivativo na 
captação de glicose e influxo de cálcio em ilhotas pancreáticas e 
intestino (cólon), e também a secreção in vivo do peptídeo semelhante 
ao glucagon 1 e a atividade da enzima dipeptidilpeptidase IV in vitro. 
Para experimentos in vivo, foram utilizados ratos machos Wistar com 
50-55 dias de idade. Para determinação da glicemia e concentração do 
peptídeo semelhante ao glucagon 1, amostras de sangue foram coletadas 
nos tempos zero, 15, 30, 60 e 180 min na curva de tolerância à glicose; 
para insulina sérica, nos tempos zero, 15, 30 e 60. A captação de glicose 
e influxo de cálcio foram estudados depois da incubação das ilhotas 
pancreáticas e cólon intestinal com triterpeno derivativo, na presença ou 
não de diferentes inibidores/ativadores e de 
14
C-glicose ou de cálcio 
(
45
Ca
2+
). A translocação de vesículas foi avaliada por microscopia 
eletrônica de transmissão. O extrato bruto, fração clorofórmio e resíduo 
insolúvel da Salacia impressifolia mostraram potencial atividade anti-
hiperglicêmica em ratos hiperglicêmicos, reduziram a atividade da 
maltase e sacarase e demonstraram efeito anti-glicação. O extrato bruto 
da Croton heterodoxus e derivativo demonstraram potencial atividade 
anti-hiperglicêmica. Os resultados mostram que o triterpeno derivativo 
reduziu a glicose sanguínea em comparação com o triterpeno isolado; e 
reduziu a atividade da maltase. Além disso, o triterpeno derivativo 
estimulou a translocação das vesículas de insulina no pâncreas e 
aumentou a captação de glicose e o influxo de cálcio em ilhotas 
pancreáticas isoladas e cólon intestinal. Adicionalmente, o triterpeno 
derivativo estimulou a secreção de insulina e do peptídeo semelhante ao 
glucagon 1. Neste sentido, estas descobertas destacam a Salacia 
impressifolia e o triterpeno derivativo como um potencial candidato para 
utilização em terapias para a diabetes melito. 
 Palavras-chave: diabetes, hiperglicemia; Salacia impressifolia; Croton 
heterodoxus; triterpeno; insulina; AGEs; dissacaridases; captação de 
glicose; influxo de cálcio; ilhotas pancreáticas; cólon intestinal. 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
The aim of this study was to characterize the effect of extracts and 
fractions of Salacia impressifolia  and Croton heterodoxus, as well as 
the triterpene derivative, in glucose homeostasis using in vivo and in 
vitro experimental models. The anti-hyperglycemic activity in the 
glucose tolerance curve, the inhibition of the enzymes α-glucosidases 
and the anti-glycation property were investigated. In addition, it was 
also studied the mechanism of action of triterpene derivative in glucose 
and calcium uptake in pancreatic islet and intestinal colon, and also the 
in vivo glucagon-like peptide-1 secretion and in vitro dipeptidyl 
peptidase-IV activity. Vesicles translocation was available by 
transmission electronic microscopy. For the in vivo experiments, Wistar 
male rats at 50-55 day-old were used. To glycaemia and serum 
glucagon-like peptide-1 determination blood samples were collected at 
zero, 15, 30, 60 and 180 min at the glucose tolerance curve; to insulin, 0, 
15, 30 and 60 min. The activity of intestinal disaccharidases was also 
evaluated in vivo. The involvement of dipeptidyl peptidase-IV and the 
anti-glycation property were evaluated in vitro. The glucose and calcium 
uptake was studied after incubation of the pancreatic islet and intestinal 
colon with triterpene and of 
14
C-glucose or calcium (
45
Ca
2+
) in the 
presence or not of different inhibitors. The pancreatic islets were 
isolated and incubated with 
45
Ca
2+
 and triterpene in the presence or 
absence of various inhibitors or activators. The crude extracts, 
chloroform and insoluble residue of Salacia impressifolia showed 
potential anti-hyperglycemic activity in hyperglycemic rats, reduced the 
activity of maltase and sucrose and prevented glycation. The crude 
extracts of Croton heterodoxus and triterpene derivative demonstrated 
potential anti-hyperglycemic activity. The results show that the 
triterpene derivative powered the serum glucose lowering compared 
with triterpene isolated; and reduced the activity of maltase. Also, 
triterpene stimulated insulin vesicles translocation in pancreas; and 
glucose and calcium uptake in isolated pancreatic islet and colon. 
Additionally, triterpene derivative stimulated glucagon-like peptide-1 
and insulin secretion in vivo.  In this sense, these findings highlight 
Salacia impressifolia and triterpene derivative as a potential candidate 
for use in therapies for diabetes. 
 
Key-words: Diabetes, hyperglycemia; Salacia impressifolia; Croton 
heterodoxus; triterpene; insulin; AGEs; dissaccharidases; glucose; 
calcium; pancreatic islet; colon. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 DIABETES MELITO (DM): EPIDEMIOLOGIA, CAUSAS, 
ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS E BIOQUÍMICAS 
 
A DM é considerada um grave problema de saúde pública, sendo 
classificada pela Associação Americana de Diabetes como uma 
epidemia global. O aumento da prevalência da doença nas diversas 
regiões do planeta vem sendo apontado como um dos mais expressivos 
fenômenos clínico-epidemiológicos da atualidade (Wild et al., 2004). A 
DM apresenta uma patologia complexa que compromete o indivíduo em 
dimensões fisiológicas, psicológicas e sociais, afetando pessoas de 
diferentes idades, sexos e condições socioeconômicas. Pesquisas sobre a 
DM despertam os interesses de pesquisadores de todo mundo, sendo 
intensamente estudada em diversos aspectos (Ahlqvist, Ahluwalia e 
Groop, 2011; Alberti e Zimmet, 2014; Kahn, Cooper e Del Prato, 2014). 
Mundialmente, cerca de 415 milhões de pessoas são portadores 
de DM. A doença atinge majoritariamente indivíduos entre 40 e 59 anos; 
e 80% residem em países em desenvolvimento. Atualmente, o Brasil é o 
quarto país com maior número de portadores, 14,3 milhões (9,04%) 
entre 20 e 79 anos (IDF, 2015). Pesquisas nacionais encontraram taxas 
mais elevadas, como 13,5% em São Carlos (Bosi et al., 2009) e 15% em 
Ribeirão Preto (São Paulo)(Moraes et al., 2010). Estudos prospectivos 
apontam que em 2040 a prevalência mundial será de 642 milhões e 19,2 
milhões no País (Wild et al., 2004). 
Do ponto de vista clínico, a DM pode ser definida como um 
grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos que apresentam em comum 
a hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na ação e/ou secreção 
de insulina (ADA, 2004). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes 
(SBD) (2014), são aceitos três critérios para o diagnóstico da doença, 
utilizando como parâmetro a glicemia (miligrama de glicose por 
decilitro de sangue, mg/dL): 1. Sintomas de poliúria, polidpsia e perda 
ponderal de peso acrescidos de glicemia casual >200 mg/dL; 2. 
Glicemia de jejum ≥126 mg/dL; 3. Glicemia de 2 h pós-sobrecarga de 
75 g de glicose >200 mg/dL. Além disso, a medida da hemoglobina 
glicada >6,5% associada a outros sinais clínicos é utilizada como 
diagnóstico da DM.  
A DM é classificada de acordo com a etiologia: DM tipo 1 
(DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos específicos de DM e DM 
gestacional. A DM1 é a forma encontrada em 5 a 10% dos casos, sendo 
caracterizada pela deficiência da secreção de insulina que é resultante da 
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destruição de células β pancreáticas (ADA, 2004). Em geral, o dano 
celular está relacionado à presença de marcadores de auto-imunidade 
contra as células β pancreáticas, porém, alguns pacientes não 
apresentam o processo auto-imune, sendo referido como forma 
idiopática da DM1 (Stefan et al., 2001; Kenneth e Polonsky, 2012). Já, a 
DM2, tipo presente em 90 a 95% dos casos, é resultado principalmente 
da resistência à ação da insulina (Stolerman e Florez, 2009). Embora as 
bases genéticas transmissíveis (Ahlqvist, Ahluwalia e Groop, 2011) da 
DM sejam inquestionáveis, isoladamente são insuficientes para explicar 
o alarmante aumento da incidência dessa doença em curto tempo; tal 
acréscimo pode ser devido às mudanças comportamentais ocorridas nas 
últimas décadas. As tendências genéticas da DM apresentam maior 
expressão diante das transformações no padrão alimentar associado aos 
baixos níveis de atividades físicas observado na sociedade em 
consequência do processo de modernização (Ahlqvist, Ahluwalia e 
Groop, 2011; Kahn, Cooper e Del Prato, 2014). 
A preocupação com a DM se remete ao fato de estar associada às 
diversas complicações agudas e crônicas, tais como: doenças micro e 
macrovasculares, retinopatia, neuropatia, nefropatia, doença arterial 
coronariana e coma, aumentando o risco de óbito. As complicações 
clínicas da DM dependem da duração da doença, sendo que o maior 
tempo de exposição aos efeitos deletérios da hiperglicemia aumenta o 
risco de desenvolvê-las  (Koopman et al., 2006; Karmakar et al., 2011).  
 
1.2 PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA (AGES, [DO 
INGLÊS, ADVANCED GLYCATION END-PRODUCTS]) 
ASSOCIADOS ÀS COMPLICAÇÕES DA DM 
 
Os AGEs formam uma classe de moléculas heterogêneas 
sintetizadas a partir de reações bioquímicas de natureza não enzimáticas. 
As interações amino carbonila, entre açúcares redutores ou lipídeos 
oxidados e proteínas, aminofosfolipídeos ou ácidos nucléicos geram os 
AGEs (Peppa, Uribarri e Vlassara, 2003; Goh e Cooper, 2008).  
No quadro de hiperglicemia, a glicotoxicidade relacionada aos 
AGEs resulta em modificação de proteínas intracelulares, resultando em 
disfunção celular em diversos tecidos do organismo (Lin et al., 2016; 
Lubitz et al., 2016). Além disso, os AGEs presentes na circulação 
apresentam receptores específicos, por meio dos quais estimulam a 
produção de citocinas inflamatórias, como a interleucinas 1 e 6, 
hormônio de crescimento, fator de necrose tumoral α, prostaglandinas e 
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fator estimulador de colônias de granulócitos (Browniee, 2005; Feng et 
al., 2016). 
A hiperglicemia prolongada promove a formação de AGEs, que 
por sua vez levam a morte celular e estresse oxidativo no tecido 
vascular. Nos rins, os AGEs promovem disfunção mitocondrial, estresse 
de retículo e estresse oxidativo que estão relacionados a nefropatia 
diabética (Lindblom et al., 2015; Li et al., 2016). Nos nervos, os AGEs 
promovem a glicação da bainha de mielina, desmielinização e 
degeneração de neurônios periféricos que está associada a neuropatia 
diabética (Stolzing et al., 2006; Sugimoto, Yasujima e Yagihashi, 2008). 
Os mecanismos de formação de AGEs não foram completamente 
elucidados, uma vez que inúmeras vias estão envolvidas. Um dos 
mecanismos implicados na formação de AGEs é a reação de Maillard 
queinicia com a condensação do grupamento carbonila de um açúcar 
redutor com um grupamento amina. Em seguida, uma estrutura estável, 
o produto de Amadori, ocorre por rearranjos na base de Shiff. Os 
produtos de Amadori apresentam grupos carbonilas reativos, que se 
condensam com grupos primários acessíveis, originando os AGEs. Em 
resumo, a reação de Maillard, pode ser subdividida em três etapas 
principais: (1) formação da base reversível de Schiff e produtos de 
Amadori estáveis, (2) rearranjos destes compostos em estruturas 
químicas mais complexas e reativas e, finalmente, (3) formação dos 
AGEs, que são acumulados em proteínas de longa vida (Wautier e 
Guillausseasu, 2001). 
No caso da hemoglobina A, a glicação ocorre por uma reação 
entre glicose (açúcar redutor) e o grupamento amino-terminal do 
aminoácido valina da cadeia β, formando uma base de Schiff (Wautier e 
Guillausseasu, 2001). A determinação dos produtos de glicação pode ser 
mensurada pela dosagem das concentrações séricas de hemoglobina 
glicada, que é um indicador útil da média de glicose sanguínea de um 
indivíduo durante as últimas semanas, sendo prática comum na 
avaliação clínica de pacientes com DM (SBD, 2014, p. 352). 
 
 
1.3. INSULINA 
 
Para compreensão dos mecanismos bioquímicos relacionados à 
etiopatologia e tratamento da DM, é necessária a caracterização dos 
mecanismos de biossíntese, secreção e ação da insulina. 
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1.3.1 Histórico: a descoberta da insulina 
 
As primeiras descrições sobre a DM datam de 1500 a.C. por 
egípcios. Desde então, a história do tratamento da DM é pontuada por 
avanços e retrocessos. A descoberta de Thomas Cawley, em 1788, 
constituiu um marco referencial quando publicou um trabalho sugerindo 
a relação entre a DM e pâncreas. Esta hipótese foi confirmada em 1889 
por Joseph Von Mering e Oskar Minkowski por meio de experimentos 
utilizando a pancreactomia em cães. Em 1910, Edward Albert Sharpey-
Schafer sugeriu que a DM estaria relacionada à deficiência de uma 
substância produzida pelo pâncreas; utilizou pela primeira vez o termo 
insulina. Finalmente, em 1921, Frederick Banting e Charles Best 
comprovaram a existência da insulina quando reverteram a DM em cães 
por meio de um tratamento com extrato de ilhotas pancreáticas. Foram 
James Collip e John Mcleod que utilizaram pela primeira vez o 
hormônio purificado do pâncreas de bovinos para o tratamento de 
pacientes. Estas descobertas representaram grandes avanços na 
compreensão da patogênese da DM e renderam a Banting e McLeod o 
prêmio Nobel de Medicina de 1923 (Cruz, 2009). 
 
1.3.2 Biossíntese de insulina no pâncreas 
 
O pâncreas é composto por duas porções de morfologia e 
fisiologia distintas: a porção exócrina, que representa a maior parte do 
tecido pancreático, é formada por células acinares e é responsável pela 
síntese e secreção de enzimas digestivas na forma de zimogênio no 
duodeno; a porção endócrina, formada pelas ilhotas de Langerhans, 
sintetiza hormônios relacionados ao metabolismo de carboidratos, como 
a insulina (Weiss, 2008; Ellis, 2013). Nas ilhotas de Langerhans foram 
identificadas cinco tipos de células que sintetizam respectivamente: 1. 
células PP, polipetídeo pancreático; 2. células ε,  grelina; 3. células δ, 
somatostina; 4. células α, glucagon;  e 5. células β, insulina (Mastracci e 
Sussel, 2012). 
A insulina é um hormônio polipeptídico anabólico, cuja síntese 
ocorre no retículo endoplasmático rugoso a partir de um precursor de 
110 aminoácidos, a pré-pró-insulina. Nesta organela, ocorre a clivagem 
do hormônio, sendo convertido à pró-insulina, composta por duas 
cadeias (A e B), ligadas por um peptídeo C. No complexo de Golgi, 
ocorre a proteólise que leva a separação do peptídeo C. O resultado é a 
insulina, composta por 51 aminoácidos dispostos em duas cadeias 
polipeptídicas, A e B, estabilizadas por ligações dissulfeto, 
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apresentando, respectivamente, 21 e 30 resíduos de aminoácidos (figura 
1). A insulina recém-formada é armazenada em vesículas nas células β 
(Norman e Litwack, 1997; Smith, Marks e Lieberman, 2005). 
 
Figura 1. Estrutura da insulina. 
 
 
1.3.3 Secreção de insulina 
 
No jejum, a secreção de insulina é mínima, na ordem de 25 
ng/min/kg de peso corporal, o que caracteriza atividade fisiológica 
discreta (Gual, Marchand-Brustel e Tanti, 2005). Após a ingestão de 
nutrientes, a secreção ocorre em duas fases, das quais a primeira é 
fundamental para a utilização de glicose de origem alimentar. A 
concentração plasmática de insulina aumenta em torno de 10 vezes entre 
3 e 5 min, pela liberação imediata do hormônio pré-formado e 
armazenado nas ilhotas de Langerhans. Porém, a secreção diminui pela 
metade num período de 5 a 10 min. Na segunda fase, após 
aproximadamente 15 min, a concentração de insulina está elevada. A 
síntese da insulina garante que a glicemia seja mantida em valores 
basais (Steiner e Oyer, 1967).  
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Os mecanismos citados são altamente regulados em indivíduos 
não diabéticos, por outro lado indivíduos diabéticos e, até mesmo pré-
diabéticos, apresentam marcantes alterações na secreção do hormônio. 
No quadro de DM1, a secreção de insulina torna-se progressivamente 
diminuída até ocasionar hiperglicemia, sendo necessário o tratamento 
baseado no hormônio insulina. Por outro lado, no DM2 é característica a 
observação da hiperinsulinemia, já que as células β pancreáticas tendem 
a produzir insulina em excesso a fim de contrabalançar a resistência à 
insulina e ajustar a glicose sérica (estágio inicial da doença). A DM2 
progride e os danos ao tecido pancreático levam a redução na secreção 
de insulina (estágio tardio da doença) (Kahn, 2001; Kaufman, 2011). 
Indivíduos com DM2, que apresentam resistência à insulina, podem 
exibir perda da primeira fase de secreção da insulina (Del Prato e 
Tiengo, 2001; Festa et al., 2008). Estudos com o grupo populacional dos 
indígenas Pima (América do Norte) indicaram que o surgimento do 
quadro de pré-diabetes e DM está relacionado ao ganho de peso, piora 
da sensibilidade à insulina e à deterioração da primeira fase de secreção 
de insulina (Schulz, 1993; Schulz et al., 2006).  
 
1.3.4 Mecanismo de secreção de insulina nas células β pancreáticas 
 
No estado pós-prandial, as células β pancreáticas são expostas à elevada 
concentração de glicose, que é internalizada por meio do transportador 
de glicose 2 (GLUT 2) (Youngreen, 2007). Em seguida, a glicose é 
fosforilada numa reação catalisada pela enzima glicocinase no citosol e 
metabolizada a piruvato pela via glicolítica, resultando na síntese de 
ATP  (Newsholme, Gaudel e Mcclenaghan, 2010).  O aumento da taxa 
citosólica ATP/ADP inibe a permeabilidade do íon potássio (K
+
) através 
dos canais de potássio dependentes de ATP (KATP) e resulta na 
despolarização da membrana plasmática das células β pancreáticas 
(Gilon e Henquin, 2001; Xu et al., 2015) e consequente abertura dos 
canais de cálcio dependentes de voltagem (CCDV). O aumento da 
condutância do íon cálcio (Ca
2+
) favorece o aumento da concentração 
citosólica deste, que por sua vez, estimula o processo exocitótico dos 
grânulos de insulina (Berridge, Bootman e Roderick, 2003; Komatsu et 
al., 2013) (figura 2). Na célula em repouso, a concentração de Ca
2+ 
citoplasmática é de 100 nM. Na célula estimulada, a concentração do 
íon eleva-se para aproximadamente 1 µM (Krauss, 2003). 
Canais K
+
ATP foram descritos pela primeira vez no músculo 
cardíaco (Noma, 1983) e atualmente é conhecido que são expressos em 
vários tecidos, entre eles, músculo liso e esquelético, neurônios, axônios 
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periféricos, células epiteliais e células β pancreáticas. Nas células β, os 
canais K
+
ATP são formados por quatro subunidades formadoras do poro 
denominadas canais de potássio com retificação interna (Kir 6.x, do 
inglês inward rectifying potassium 6.x), com dois domínios 
transmembrana acoplados a quatro subunidades reguladoras 
denominadas receptores de sulfonilureia (SUR,  do inglês sulfonylurea 
receptor) com dezessete domínios transmembrana (Nenquin e Henquin; 
Ashcroft e Gribble, 1999). SUR possui o sítio de ligação para o ADP 
(ativa o canal) e para sulfonilureas (bloqueia o canal) (Principalli et al., 
2015). Na ausência de glicose, os canais K
+
ATP apresentam elevada 
probabilidade de abertura e mediam o fluxo de K
+
 com a finalidade de 
manter o equilíbrio do potencial de membrana (Tucker et al., 1997; 
Mikhailov et al., 1998). Efeito semelhante é mediado pelos fármacos 
antidiabético sulfonilureia por meio de uma interação com SUR1 nas 
células β (Ahn, Kim e Yoo, 2015), que leva ao estímulo da secreção de 
insulina, mesmo na ausência de glicose. Outro grupo de canais de 
potássio relacionados com a resposta a insulina são os canais de potássio 
dependentes de voltagem (Kv) e os canais de potássio sensíveis a cálcio 
(K
+
-Ca) (Sandhiya e Dkhar, 2009).  
Os canais CCDV são proteínas multiméricas amplamente 
distribuídas em diversas células do organismo. A subunidade α1 possui 
o sensor de voltagem para o canal: os aminoácidos arginina (carregada 
positivamente) e resíduos de lisina (Kamp e Hell, 2000; Wu et al., 
2015). Bloqueadores do canais tipo L em doses elevadas são suficientes 
para inibir a secreção de insulina em mamíferos. CCDV-L são 
considerados efetores na secreção de insulina (Kamp e Hell, 2000; Wu 
et al., 2015). Inúmeros receptores acoplados a proteína G atuam na 
regulação de CCDV-L por meio da via proteína cinase A (PKA)/AMPc 
e associada a ativação de PKC (Kamp e Hell, 2000). O crosstalk entre as 
vias PKA e PKC também já foi documentado em diversos tecidos. 
Alternativamente, os receptores acoplados a proteína G regulam a 
concentração de cálcio intracelular por estimular a fosfolipase C, que 
por sua vez hidrolisa a fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) em inositol 
trifosfato e diacilglicerol (DAG). O DAG e Ca
2+
 podem ativar os 
CCDV-L, além disso DAG ativa PKC (Kamp e Hell, 2000). 
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Figura 2 - Representação esquemática da célula β pancreática e 
mecanismo de secreção de insulina. 
 
 
Fonte: Baseado em Berriedge, Bootman e Roderick (2003) 
 
1.3.5 Mecanismo de ação da insulina 
 
Após a secreção da insulina na circulação, a sinalização 
intracelular do hormônio inicia com a interação com o receptor 
específico de membrana, denominado receptor de insulina, em 
diferentes tecidos (Saltiel e Kahn, 2001 ; Youngreen, 2007).A ativação 
do receptor estimula a fosforilação no aminoácido tirosina de diversos 
substratos, entre eles, substratos do receptor de insulina (SRI) (Aguilar-
Bryan et al., 1995; Kanzaki, 2006). A fosforilação das proteínas SRI 
leva a criação de sítios de ligação para outras proteínas como a 
fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), que é ativada. A PI3K é fundamental 
na regulação da mitogênese, diferenciação celular e efeitos metabólicos 
estimulados pela insulina. É um dímero composto de uma subunidade 
catalítica (p110) e uma subunidade regulatória (p85). A enzima catalisa 
a fosforilação dos fosfoinositídeos do anel de inositol produzindo 
fosfatidilinositol-3 fosfato, fosfatidilinositol-3,4 bisfosfato e 
fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato. A ativação da PI3K aumenta a 
fosforilação em serina e treonina da proteína cinase B (Akt) (Lietzke et 
al., 2000; Aoyagi et al., 2010).  
Entre outras funções, a Akt atua aumentando a captação 
periférica de glicose por aumentar a translocação de transportadores de 
glicose do citoplasma para a membrana plasmática, o que resulta em 
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captação celular de glicose por difusão facilitada após a ingestão 
alimentar. A homeostasia da glicose no período pós-prandial é 
marcantemente relacionada à expressão de transportadores de glicose 
nos tecidos, muscular esquelético, adiposo e cardíaco (Scheepers, Joost 
e Schurmann, 2004). 
Defeitos nos mecanismos moleculares de sinalização intracelular 
da insulina citados acima promovem à resistência a este hormônio, 
estando associado à etiologia da DM2 (Chiang et al., 2001; Sheena et 
al., 2011).  
 
1.4 ABSORÇÃO DE GLICOSE NO INTESTINO 
 
Na dieta ocidental, os carboidratos correspondem de 50 a 60% da 
ingestão energética diária, principalmente amido e sacarose. Outros 
carboidratos da dieta compreendem os polímeros de glicose (glicogênio 
e celulose), dissacarídeos (lactose e maltose) e monossacarídeos (glicose 
e frutose). A absorção intestinal de carboidratos é restrita aos 
monossacarídeos, desse modo, poli e oligossacarídeos desencadeiam 
processos digestivos enzimáticos para formar unidades mais simples que 
são desta forma absorvidas pelos enterócitos (Smith, Marks e 
Lieberman, 2005). 
As enzimas α-glicosidases (α-amilase, trealose-6-fosfato 
hidrolase, sacarase e maltase) e as β-glicosidases (β-glicosidase, β-
galactosidase, β-glicuronidase e β-D-acetilhexosaminidase) se localizam 
nos enterócitos que revestem as microvilosidades intestinais e 
apresentam importante função de participar no processamento de 
oligossacarídeos ingeridos, tornando-os disponíveis para a absorção na 
forma de monossacarídeos. As α-glicosidases hidrolizam a ligação 
glicosídica do final da cadeia carbônica, liberando α-glicoses da porção 
não redutora. Algumas α-glicosidases podem hidrolizar, não apenas 
oligossacarídeos e α-glicosídeos sintéticos contendo ligações α-
glicosídicas, mas também α-glicanos solúveis em água como o amido e 
o glicogênio. As transglicosidases possuem a atividade hidrolítica e de 
transglicosilação, catalisando, respectivamente, dois tipos de reações, 
uma envolvendo a transferência de resíduo de D-glicose do lado não 
redutor de oligossacarídeo para molécula de água (hidrólise), ou a 
transferência deste resíduo para uma unidade aceptora 
(transglicosilação). Nestas reações, D-glicose é liberada como anômero 
α, retendo a configuração do substrato no carbono anomérico (C-1) no 
produto de transglicosilação (Krasikov, Karelov e Firsov, 2001). 
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Após a clivagem dos polissacarídeos em monossacarídeos pela 
ação das glicosidases, os açúcares são transportados das células 
epiteliais do intestino para o sangue para a distribuição a todos os 
tecidos. Em mamíferos, o transporte de glicose e de outros 
monossacarídeos pode ocorrer na membrana por transporte facilitado, 
mediado por transportadores de membrana específicos, GLUT e o 
transportador de glicose dependente de sódio (SGLT)  (Scheepers, Joost 
e Schurmann, 2004; Silva et al., 2013).  
 
1.5 EIXO ÊNTERO-INSULAR 
 
O eixo êntero-insular constitui um sistema de sinalização por 
meio dos quais células endócrinas intestinais secretam hormônios 
incretinas, que potencializam a secreção de insulina estimulada por 
glicose. Na década de 80, Nauck et al. (1986; 1987) descreveram o 
“efeito incretina” por meio de importantes estudos nos quais a resposta 
secretória de células β foi avaliada durante o teste de tolerância a glicose 
e estudo de clamp isoglicêmico em seres humanos. Eles concluíram que 
o grau de secreção de insulina é diretamente proporcional à quantidade 
de glicose ingerida, sendo os hormônios incretinas responsáveis por 
75% da resposta insulínica após a ingestão de 50 gramas (g) de glicose. 
O efeito incretina é definido por maior aumento da secreção de insulina 
quando a glicose é administrada oralmente se comparado com a 
administração parenteral de uma infusão isoglicêmica (Nauck et al., 
2011b).  
Atualmente, é reconhecido que o efeito incretina é mediado pela 
ação neuroendócrina de dois peptídeos intestinais insulinotrópicos: 
peptídeo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e polipeptídeo 
insulinotrópico dependente de glicose (GIP), que são secretados de 
modo proporcional à ingestão calórica pelas células enteroendócrinas 
“L” (íleo distal e cólon intestinal) e “K” (duodeno), respectivamente. 
GLP-1 e GIP contribuem para o efeito incretina, entretanto o último 
apresenta efeito menos potente (Baggio e Drucker, 2007; Nauck, 2011).  
O GLP-1 é secretado, no intestino, principalmente na forma GLP-
1 (7-36 aminoácidos) NH2 e em menores concentrações na forma GLP-
1(7-37 aminoácidos). Ambos são capazes de interagir com receptores 
específicos nas células β pancreáticas, trato gastrointestinal e sistema 
nervoso central. A concentração plasmática máxima de GLP-1 após a 
ingestão alimentar é de aproximadamente 20 pM(Ahren et al., 2004). 
O GLP-1 apresenta meia vida plasmática curta, de 1 a 2 min, já 
que é rapidamente degradado para uma forma inativa pela enzima 
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proteolítica dipeptidilpeptidase-IV (DPP-IV), pelo qual cliva os dois 
aminoácidos do grupo N-terminal de ambos os peptídeos produzindo 
metabólitos menos ativos, como o GLP-1(9-36) amida(Vahl et al., 
2003). Desse modo, estudos com o objetivo de prevenir e tratar 
complicações clínicas da DM tem enfoque em técnicas que visam 
potencializar a ação/concentração de GLP-1 e/ou inibir DPP-IV (Ahren 
et al., 2004; Baggio et al., 2004) (figura 3). 
 
 
Figura 3- Mecanismo de ação das incretinas 
 
Fonte: Baseado em Nauck (2011) 
 
O efeito do GIP na secreção de insulina estimulada por glicose é 
diminuído quando a glicemia se encontra em concentração 
suprafisiológica. Por outro lado, o GLP-1 estimula a secreção de 
insulina em indivíduos não diabéticos e diabéticos, independente da 
concentração plasmática de glicose (Nauck et al., 1993; Nauck et al., 
2011a; Nauck, 2011b). Atualmente, é reconhecido que além da função 
de estimular a secreção de insulina mediada por glicose, o GLP-1 atua 
inibindo a concentração de glucagon, com supressão da gliconeogênese, 
diminuindo a taxa de esvaziamento gástrico e aumenta a saciedade 
(Nauck, 2011). 
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Um dos mecanismos para secreção de insulina estimulada por 
GLP-1 envolve a ativação do receptor de GLP-1 (GLP-1R) expressos 
nas células β pancreáticas. Estudos de eletrofisiologia em células β 
isoladas concluíram que GLP-1R ativa canais CCDV-L e PKC (Shigeto 
et al., 2015). É descrito que GLP-1 ativa a fosfolipase C (PLC), que 
aumenta a geração de DAG e inosito trifosfato (IP3) que aumentam, 
respectivamente, ativação de PKC e mobilização do cálcio intracelular, 
os quais resultam na ativação de canais permeáveis a sódio(TRPM 4 e 5) 
(Shigeto et al., 2015). O efeito promotor da despolarização da célula β 
por GLP-1 é percebido quando células são tratadas com agonista de 
PKC. GLP-1 também promove o fechamento de canais KATP que 
estimula as vias envolvendo PKA e a produção intracelular de adenosina 
monofosfato cíclico (AMPc), que induz o fechamento dos canais KATP e 
abertura de canais CCDV, resultando na secreção de insulina (Ashcroft 
e Rorsman, 2012). Porém, estudos eletrofisiológicos recentes em células 
β isoladas concluíram que o efeito estimulatório de secreção de insulina 
promovido por GLP-1 persiste na presença do inibidor de PKA (Shigeto 
et al., 2015). 
Estudos diversos sugerem que outros mecanismos estão 
envolvidos da secreção de insulina estimulada por GLP-1, entre eles,a 
mediação neuronal por ativação de reflexos vago-vagal (Holst, 2007) e 
glutamato (Gheni et al., 2014) 
 
1.5.1 Regulação da secreção de GLP-1 no intestino 
 
A ingestão de nutrientes é o estímulo fisiológico primário para a 
secreção bifásica de GLP-1 pelas células enteroendócrinas L. A primeira 
fase ocorre entre 15 a 30 min após a ingestão alimentar; a segunda fase 
apresenta um pico menor e ocorre entre 90 e 120 min após a refeição. 
Glicose e gordura administradas a pacientes via oral ou enteral ou, 
ainda, em segmentos de íleo perfundido estimulam a secreção de GLP-1. 
Por outro lado, as proteínas não estão envolvida no mecanismo 
secretório de incretinas nas células L (Nauck et al., 1986; 1987). 
Até o momento, são escassos os trabalhos demonstrando a via de 
sinalização intracelular envolvidas nos efeitos secretagogos de GLP-1 
nas células enteroendócrinas L, entretanto, o desenvolvimento de 
modelos in vitro em células murinas e de células L de intestino humano 
permitiu uma evolução no conhecimento. Além disso, muitos 
conhecimentos a respeito da via de sinalização são assumidos por 
extrapolação a partir do que é conhecido em outras células endócrinas 
(Vahl et al., 2003; Nauck et al., 2011b). 
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Estudos eletrofisiológicos demonstraram efeitos da glicose na 
alteração do potencial da membrana das células L murina por meio do 
fechamento de canais KATP, bem como devido a despolarização. A 
ausência de RNAm de GLUT 2 nas células L murinas sugerem que o 
transporte de glicose pode ocorrer por meio de SGLT. A abertura de 
CCDV em células L também está associada à secreção de GLP-1. 
Coletivamente, estes estudos demonstram que os mecanismos de 
estímulo de secreção de GLP-1 por células L podem ser semelhantes 
àqueles de secreção de insulina estimulada por glicose nas células β 
pancreáticas (Aharen et al., 2004; Nauck, 2011; Shigeto et al., 2015). 
 
1.6 REGULAÇÕES DA HOMEOSTASIA DA GLICOSE 
 
A glicose é fundamental ao organismo humano por ser importante 
substrato metabólico em diversas reações bioquímicas e fonte de energia 
para variados tipos de células, além de ser fonte exclusiva de energia 
para as hemácias (Hardie, 2012). A glicose sérica é derivada de três 
fontes: a) absorção intestinal da glicose dos alimentos; b) glicogenólise, 
glicose produzida a partir das reservas de glicogênio hepático; c) 
gliconeogênese, síntese de glicose via substrato não carboidrato, 
particularmente lactato, aminoácidos e glicerol. A concentração de 
glicose no sangue é mantida nos valores de 70 a 110 mg/dL em 
indivíduos não diabéticos e é controlada por mecanismos que envolvem 
diversos órgãos, intestino, fígado, pâncreas, músculo esquelético, tecido 
adiposo e rins (ADA, 2004; SBD, 2014). A regulação é resultado, 
principalmente, da ação dos hormônios insulina e glucagon, secretados, 
respectivamente, pelas células pancreáticas β e α, que atuam de modo 
oposto (Alberti e Zimmet, 2014). 
Durante o jejum, as células α secretam glucagon em resposta a 
baixa concentração de glicose no sangue. Inicialmente, a glicemia é 
mantida por meio da glicogenólise, porém o glicogênio é uma reserva 
limitada e somente é capaz de suprir a demanda de glicose no organismo 
por algumas horas de jejum (Ferrer et al., 2003). Posteriormente, a 
glicemia é sustentada, predominantemente, pela gliconeogênese 
hepática, que pode ser definida como a síntese de glicose a partir de 
compostos diferentes da glicose, como lactato, aminoácidos e glicerol, 
com o consumo de ATP originário de ácidos graxos, principalmente. 
Além disso, o fígado capta ácidos graxos liberados pela mobilização de 
triglicerídeos do tecido adiposo, os quais são utilizados para a síntese de 
corpos cetônicos com a finalidade de fornecer um nutriente alternativo à 
glicose; por outro lado, a beta-oxidação encontra-se diminuída no 
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fígado. No tecido muscular, a captação de glicose é reduzida o que o 
torna altamente dependente da oxidação de ácidos graxos para obtenção 
de energia. Além disso, ocorre aumento da glicogenólise e proteólise 
muscular.Já no tecido adiposo, ocorre ativação da lipólise com elevação 
da liberação de ácidos graxos e glicerol, que servem como precursores 
gliconeogênicos e cetogênicos no fígado (Beardsall et al., 2003; Moore, 
Cherrington e Wasserman, 2003). GLP-1 e GIP se mantêm em 
concentrações fisiológica durante o jejum (Nauck, 2011). 
No período pós-prandial, ocorre o aumento da captação de 
glicose pelos tecidos periféricos estimulada pela insulina. Grande parte 
dos carboidratos, aminoácidos e uma pequena parte dos triglicerídeos 
dietéticos são diretamente transportados através da veia porta, ao fígado 
que é o órgão central na manutenção da homeostasia dos nutrientes. A 
insulina é sintetizada e liberada proporcionalmente a quantidade de 
glicose sanguínea. Este hormônio inibe a glicogenólise, por outro lado 
estimula a síntese hepática de ácidos graxos, que são transportados por 
meio das lipoproteínas transportadoras (VLDL) até o tecido adiposo, 
local onde serão armazenados. No fígado, a insulina atua estimulando a 
glicogênese por atuação da enzima glicogênio sintase. No tecido 
adiposo, a insulina estimula a captação de glicose e promove a 
lipogênese. O aumento da atividade da lipoproteína lipase libera ácidos 
graxos das lipoproteínas para a síntese de triglicerídeos e inibe a lipase 
hormônio-sensível, enzima responsável pela lipólise.No músculo, a 
insulina também possui um efeito anabólico, promovendo a entrada de 
aminoácidos nas células e estimula a síntese proteica e inibe a 
degradação (Taha e Klip, 1999; Beardsall et al., 2003; Moore, 
Cherrington e Wasserman, 2003). Adicionalmente, no período pós-
prandial ocorre a liberação de inúmeros peptídeos e neurotransmissores, 
incluindo os hormônios incretinas (GIP e GLP-1) (Ashcroft e Rorsman, 
2012). 
No quadro de pré-diabetes ou DM, a deficiência relativa ou 
absoluta da insulina leva a severas disfunções nos principais órgãos-
alvos da insulina, tais como, fígado, tecido adiposo e músculo 
esquelético (Petersen et al., 2007). A baixa concentração ou ação da 
insulina pode levar ao aumento das concentrações glicêmicas, redução 
da captação de glicose pelos tecidos periféricos e redução da lipogênese 
e da síntese proteica, com os aminoácidos sendo utilizados como 
substrato para a gliconeogênese. Além disso, ocorre ativação da 
produção hepática de glicose e aumento da lipólise no tecido adiposo, 
com consequente elevação de ácidos graxos na circulação (Moore, 
Cherrington e Wasserman, 2003). 
37 
 
1.7 TERAPIA DA DM 
 
O tratamento da DM é baseado principalmente na prática de 
exercícios físicos, terapia nutricional e o uso de medicação 
específica.No quadro de DM1, esta é feita basicamente à base de 
insulina, enquanto que na DM2 incluem o uso de hipoglicemiantes orais. 
As formas de tratamento disponíveis atualmente são insuficientes para 
grande parte dos pacientes (Mollema et al., 2000; Peyrot, Rubin e 
Lauritzen, 2005). 
Alternativas da utilização de novas substâncias exógenas como: 
compostos provenientes de plantas medicinais, metabólitos de 
compostos naturais e/ou análogos são práticas cada vez mais difundida. 
Porém, o tratamento pode ser prejudicial ao paciente devido à falta de 
comprovação científica da ação e do mecanismo de atuação destas 
substâncias (Adachi, Yoshikawa e Sakurai, 2007; Soltész et al., 2007; 
Cazarolli et al., 2009).  
O desenvolvimento tecnológico-científico de medidas 
terapêuticas desperta o interesse de pesquisadores de todo o mundo. 
Diversos compostos surgem como possíveis alvos no tratamento da DM, 
entre eles se destacam aqueles com capacidade de estimular a secreção e 
ação da insulina ou com características insulinomiméticas (Adachi, 
Yoshikawa e Sakurai, 2007; Soltész et al., 2007; Zanatta et al., 2008; 
Cazarolli et al., 2009). Inclusive se destaca a descoberta de novos 
compostos isolados e sintéticos, entre eles os terpenóides. 
O presente grupo de pesquisa, em colaboração com outros, já 
obteve alguns resultados interessantes e encorajadores relacionados à 
regulação da homeostasia da glicose. Foi demonstrado o efeito anti-
hiperglicêmico/hipoglicemiante de diversas espécies de plantas 
brasileiras (Cazarolli et al., 2009; Damazio et al., 2010; Kappel et al., 
2013), incluindo triterpenos naturais  (Castro et al., 2014b; Castro et al., 
2015). 
 
1.7.1 Tratamento medicamentoso 
 
Os antidiabéticos orais podem ser requeridos quando as metas de 
controle glicêmico não são alcançadas por meio do tratamento não 
medicamentoso. Estes fármacos podem atuar estimulando a secreção da 
insulina, melhorando a sensibilidade à insulina, reduzindo a absorção de 
glicose ou por meio de um mecanismo que inclua o aumento da secreção 
de insulina e redução da secreção de glucagon (incretinas). Ainda, faz 
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parte das medidas terapêuticas a utilização da insulina exógena 
(Aguilar-Bryan et al., 1995; Lyra e Cavalcanti, 2009). 
Os antidiabéticos orais podem ser classificados em três 
categorias, segundo a SBD (2014): agentes que aumentam a secreção de 
insulina, agentes que não aumentam a secreção de insulina e, a mais 
recente categoria, agentes que aumentam a secreção de insulina de modo 
dependente de glicose. 
 
 Agentes que aumentam a secreção de insulina: são os 
hipoglicemiantes, secretagogos de insulina, tais como: 1. sulfonilureias, 
que apresentam ação hipoglicemiante mais prolongada (clorpropamida, 
glibenclamida, gliclazida, glipizida e glimepirida); 2. glinidas, com 
tempo de ação mais curto, atuando principalmente no período pós-
prandial. Porém, o uso deste favorece o ganho de peso e 
hipoglicemia(Aguilar-Bryan et al., 1995; SBD, 2014). 
 
 Agentes que não aumentam a secreção de insulina: são anti-
hiperglicemiantes e atuam por diferentes mecanismos de ação: 1. os 
inibidores de α-glicosidases (acarbose) reduzem a velocidade de 
absorção intestinal da glicose predominantemente no período pós-
prandial. 2. As biguanidas (metformina) diminuem a produção hepática 
de glicose e promove uma discreta melhora da sensibilidade à insulina. 
3. As glitazonas melhoram a resistência à insulina nos tecidos muscular, 
adiposo e hepático. Por outro lado, os severos efeitos colaterais, 
retenção hídrica e risco aumentado de insuficiência cardíaca, resultaram 
na proibição de vários fármacos dessa classe do comércio no Brasil e em 
outros países (Fowler, 2007; SBD, 2014). 
 
 Agentes que aumentam a secreção de insulina dependente 
de glicose e que diminuem a secreção de glucagon: constituem a mais 
nova classe de antidiabéticos, sendo indicados para portadores de DM2 
como terapia associada a outros antiabéticos orais. São classificados em: 
1. Inibidores de DPP-IV, cujo mecanismo de ação se baseia na 
estabilização de GLP-1 endógeno pela inibição de DPP-IV (gliptinas, 
tais como sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina e linagliptina). As 
sociedades brasileira, americana e europeia de DM orientam a utilização 
associada a outros antiabéticos orais e insulina; 2. Miméticos de GLP-1 
(exanatina); 3. Análogo de GLP-1 (liraglutida). Os dois últimos são 
utilizados por via subcutânea e apenas a liraglutida é aprovada para uso 
em monoterapia (Ahren, 2006; Herman et al., 2007; SBD, 2014). 
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1.7.2 Plantas medicinais 
 
As plantas são utilizadas como forma de tratamento desde o 
início da civilização (Grover, Yadav e Vats, 2002) e constituem uma 
forma importante de obter substâncias biologicamente ativas, das quais 
inúmeras podem ser utilizadas como modelo para a síntese de fármacos 
devido a grande diversidade estrutural e às propriedades químicas e 
biológicas. Cerca de 30 % do total de fármacos disponíveis no mercado 
são originados das plantas (Calixto, 2000). 
Baseado nos estudos etnofarmacológico, diversas espécies 
vegetais são alvos de estudos científicos em relação aos efeitos na DM. 
Alguns dos mecanismos de ação envolvem o aumento da secreção de 
insulina, alteração do metabolismo da glicose, inibição e aumento da 
síntese de enzimas ou atenuação das complicações da DM. Dentre os 
compostos ativos isolados de plantas com atividade antidiabética, 
podemos destacar polissacarídeos, esteroides, flavonoides, glicosídeos, 
óleos, vitaminas, terpenóides e outros (Abdel-Hassan, Abdel-Barry e 
Tariq Mohammeda, 2000). Mais de 1200 espécies vegetais são listadas e 
usadas como antidiabéticas em todo o mundo (Patel et al., 2012).   
Apesar da diversificada flora brasileira e da comum utilização de 
plantas medicinais pela população, muitos estudos científicos 
investigando as propriedades terapêuticas de espécies vegetais nativas 
do Brasil ainda precisam ser realizados (Ivorra, Payá e Villar, 1989; 
Grover, Yadav e Vats, 2002; Dornas et al., 2009). 
 
1.7.3 Salacia impressifolia(Miers) C. Smith (S. impressifolia) 
 
Popularmente reconhecida como miraruíra ou cipó- miraruíra, a 
espécie S. impressifolia está distribuída nas regiões tropicais e 
subtropicais dos dois hemisférios e pouco representada nas zonas 
temperadas. No Brasil, é encontrada nos estados: Acre, Amazonas, Pará, 
Rondônia, Roraima e Mato Grosso (Joly, 1993) (figura 4). A espécie S. 
impressifolia é pertencente ao gênero de uma das 300 famílias 
Hippocrateaceae e é facilmente reconhecida por apresentar cipó 
escandescente, com flores amareladas, botões esverdeados e fruto 
comestível e rugoso (Milward-De-Azevedo, Valente e Marquete 2006; 
Usp, 2014). 
Estudos etnofarmacológicos indicam que as populações que 
vivem na região amazônica do Brasil utilizam no tratamento de diabetes, 
frequentemente, o caule na forma de infusão, sendo, inclusive 
comercializado o extrato bruto no comércio local e na internet (Amazon, 
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2014). Apesar da utilização da planta pela população, não existem 
estudos científicos comprovando os benefícios, até o momento.  
Alguns estudos fitoquímicos da S. impressifolia apresentados em 
congressos brasileiros identificaram substâncias ativas, principalmente 
triterpenos (Costa et al., 2007; S.R. Filho et al., 2008). Estudos 
realizados no Laboratório de Química de Produtos Naturais da UFSC 
permitiram a identificação de compostos triterpênicos, como: α-amirina, 
β-amirina, acetato de lupeol, β-amirenona e friedelan-3-ona (Ruani, 
2014) (figura 5). 
 
Figura 4- Salacia impressifolia (A) e Croton heterodoxus (B) 
 
Fonte: A. USP (2014); B. UNESC (Unesc, 2014) 
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Figura 5 – Estruturas triterpênicas isoladas da S. impressifolia 
 
 
Friedelan-3-ona (A), β-amirenona (B), acetato de lupeol (C) α-amirina e 
β-amirina (D). 
 
1.7.4 Croton heterodoxus (C. heterodoxus) 
 
O gênero Croton pertence à família Euphorbiaceae, que 
compreende 1300 espécies. Em geral, a família é caracterizada por uma 
vegetação arbórea, arbustiva e herbácea e se distribui em zonas tropicais 
e subtropicais, inclusive no Brasil. O Croton é um gênero promissor 
para futuras pesquisas em razão da diversidade química, sendo utilizado 
frequentemente na medicina popular (Govaerts, Frodin e Radcliffe-
Smith, 2000; Zou et al., 2010; Barreto et al., 2013) (figura 4 B).  
Algumas espécies de Croton já possuem estudos fitoquímicos e 
farmacológicos descritos na literatura que comprovam, a partir dos 
compostos isolados, a eficácia frente a algumas patologias, inclusive por 
meio de estudo com compostos isolados. Estudos descreveram ações 
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antimicrobiana, anti-inflamatória e antioxidante, entre outros(Chen et 
al., 2007; Rossi et al., 2011).  
Em relação a C. heterodoxus, trabalhos científicos identificaram 
substâncias, principalmente triterpenos. Não existem dados relatando o 
uso ou o nome popular desta planta para o tratamento de doenças. 
Estudos deste grupo de pesquisa já apontaram o efeito anti-
hiperglicemiante de triterpenos isolado da planta em modelo animal de 
hiperglicemia induzido por sobrecarga de glicose (4 g/kg) (Castro et al., 
2014b; Castro et al., 2015). 
 
1.7.5 Terpenos 
 
Terpenos (ou terpenóides) constituem uma classe de substâncias 
naturais com grande variedade estrutural e amplamente distribuída na 
natureza (Humphrey e Beale, 2006; Jager et al., 2009). Estes compostos 
apresentam uma estrutura básica baseada em um número definido de 
isoprenos (metil-buta-1,3-dieno), possuindo 5 átomos de carbono,  de 
fórmula química geral (C5H8)n. As ligações das estruturas isoprênicas 
(cabeça-cauda) possibilitam a classificação dos diversos grupos de 
terpenos, de acordo com o número de isoprenos: hemiterpenos (C5), 
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos 
(C30) e outros (Dewick, 2009) (figura 6 A). 
Apesar do isopreno ser a unidade básica dos terpenos, esta não 
está envolvida na síntese da substância. A principal via de síntese dos 
terpenos é a via acetato/mevalonato. A rota de síntese dos isoprenóides 
consiste na organização do grupo isopreno, isopentenil difosfato 
pirofosfato (IPP) e do isômero, o dimetilalil difosfato (DMAPP) (Xu, 
Fazio e Matsuda, 2004; Misawa, 2011). A enzima preniltransferase 
condensa o DMAPP e o IPP gerando o geranildifosfato (GPP) contendo 
dez carbonos. O GPP, juntamente com o IPP, é convertido a 
farnesildifosfato (FPP) (15 carbonos), por ação da FPP sintase. O FPP é 
condensado ao IPP pela enzima GPP sintase formando geranilgeranil 
difosfato (GGPP) (20 carbonos). Dessa forma, o GPP, FPP e GGPP são 
precursores dos mono, sesqui e diterpenos. Duas moléculas de FPP são 
condensadas ao esqualeno (figura 6 B) que é precursor do triterpeno e 
esteróide (Misawa, 2011).  
Assim, considerando os prováveis efeitos promissores com 
relação à atividade anti-hiperglicêmicas das plantas (S. impressifolia e 
C. heterodoxus) e dos terpenos, o estudo do mecanismo e ação desses 
compostos é promissor para o desenvolvimento de novas formas de 
tratamento e regulação da glicemia. O principal interesse no estudo de 
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terpenos para a DM reside no fato de que assim a forma ativa da 
vitamina D3 – a 1,25(OH)2vitamina D3, o triterpeno apresenta a unidade 
esqualeno na estrutura . Além disso, é conhecido que alguns triterpenos 
apresentam efeito anti-hiperglicêmico/hipoglicemiante comprovado 
(Norman e Litwack, 1997; Lietzke et al., 2000; Castro et al., 2014a). 
Apoiado em estudos do grupo e em relatos da literatura, dos objetivos 
arrolados neste projeto, o diferencial inovador é o estudo do potencial 
ação anti-hiperglicêmica de compostos de novas plantas assim como 
triterpenos na regulação da homeostasia da glicose. 
 
Figura 6- Exemplos de terpenóides e as respectivas classes (A). Estrura 
química do esqualeno (B) 
 
 
Fonte: Adaptado de Dewick (2009) 
A 
 
B 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Caracterizar o efeito e o mecanismo de ação do extrato bruto, 
frações e resíduo insolúvel do caule da S. impressifolia, das folhas da C. 
heterodoxus e de um novo triterpeno derivativo na homeostasia da 
glicose em modelos animais in vivo e in vitro. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar o efeito das frações, resíduo insolúvel e extrato bruto do 
caule da S. impressifolia na glicemia de ratos hiperglicêmicos;  
 Estudar o efeito in vivo do extrato bruto, frações e resíduo 
insolúvel do caule da S. impressifolia na atividade das dissacaridases 
intestinais (maltase e sacarase) em ratos; 
 Avaliar o efeito antiglicativo in vitro do extrato bruto, resíduo 
insolúvel e frações do caule de S. impressifolia; 
 Avaliar o efeito do extrato bruto da folha C. heterodoxus e de 
um triterpeno derivativo, na glicemia de ratos hiperglicêmicos;  
 Estudar o efeito do triterpeno derivativona concentração sérica 
de insulina de ratos hiperglicêmicos; 
 Avaliar quali e quantitativamente o efeito do triterpeno 
derivativo na translocação de vesículas de insulina no pâncreas de ratos 
normoglicêmicos; 
 Estudar o efeito in vitro do triterpeno derivativo na captação de 
14
C-DG no pâncreas de ratos normoglicêmicos; 
 Estudar o efeito e o mecanismo de ação in vitro do triterpeno 
derivativo no influxo de 
45
Ca
2+
 no pâncreas de ratos normoglicêmicos;  
 Estudar o efeito do triterpeno derivativo na concentração sérica 
de GLP-1 de ratos hiperglicêmicos; 
 Estudar o efeito in vitro do triterpeno derivativo na atividade do 
DPP-IV de ratos hiperglicêmicos; 
 Estudar o efeito e o mecanismo de ação in vitro do triterpeno 
derivativo no influxo de 
45
Ca
2+
 no cólon intestinal de ratos 
normoglicêmicos; 
 Estudar o efeito in vivo do triterpeno derivativo na atividade das 
dissacaridases intestinais (maltase, lactase e sacarase) em ratos. 
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3. METODOLOGIA 
 
3.1 MATERIAIS 
 
Albumina bovina sérica (ABS), cloreto de estearoilcarnitina (ST), 
N-[2-(p-bromocianamilamino) etil]-5-isoquinolinesulfonamida (H-89), 
nifedipina, 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N,N,N0, ácido 1,2-bis(2-
aminofenoxi) etano-N,N,N’,N’-tetraacético (acetoximetil ester) 
(BAPTA-AM), tolbutamida, apamina e diazoxide foram adquiridos da 
Sigma Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). Solventes 
para extração e isolamento, clorofórmio, acetato de etila, etanol, hexano 
e metanol foram adquiridos de LabSynth ® (Diadema, SP, Brasil). 
Glicose e solventes foram adquiridos da Vetec Química ® 
(Florianópolis, SC, Brasil). O kit de ensaio imunoenzimático (ELISA, 
do inglês enzime linked immunosorbent assay) para determinação da 
insulina de rato (catálogo nº EZRMI-13K), GPL-1 (GLP-1 (7-36)) e de 
DPP -IV (Cayman Chemical ®) e a água ultrapura foi obtida a partir de 
um sistema de purificação Milli-Q Plus foram adquiridos da Merck 
Millipore Corporation ® (St. Charles, MO, Estados Unidos da 
América). [U-
14
C]-2-Desoxi-D-glicose (
14
C-DG), atividade específica 
9,25 GBq/mmol, [
45
Ca]CaCl2 (sp. act. 321 KBq/mg Ca
2+
) e Optiphase 
Hisafe III líquido de cintilação biodegradável foi adquirido da Perkin-
Elmer Life (Rowville, CL, Austrália) ® e da Analytical Sciences ® 
(Boston, MA, EUA). 
A acetonitrila grau HPLC foi obtida comercialmente (Panreac ®, 
Barcelona, Espanha). Nos fracionamentos cromatográficos em coluna 
foi utilizada sílica gel (Carlo Erba) de granulometria 0,063:0,20 mm, 
poliamida CC6 Macherey-Nagel com tamanho de partícula menor que 
0,07 mm e Sephadex LH-20. Para cromatografias em camada delgada 
(CCD) foram utilizadas cromatoplacas de alumínio cobertas com uma 
camada de sílica gel de 0,2 mm de espessura. As placas de CCD foram 
reveladas por meio de luz ultravioleta com comprimentos de onda de 
254 e 365 nm, exposição a vapores de iodo e/ou imersão em solução de 
anisaldeído sulfúrico, seguida de aquecimento a 110°C. Todos os 
produtos químicos foram analiticamente graduados. 
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3.2 PLANTAS: FRAÇÕES E COMPOSTOS ISOLADOS 
 
3.2.1 Obtenção e fracionamento do extrato bruto de S. impressifolia 
 
O preparo dos extratos e frações do caule de S. 
impressifoliaforam executados pela mestranda Ana Paula Ruani e 
colaboradores sob a orientação do Profº Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti 
do grupo de pesquisa em Química de Produtos Naturais do 
Departamento de Química da UFSC (Ruani, 2014). 
O extrato bruto hidroalcóolico de S. impressifolia foi obtido por 
maceração em etanol 96% do caule seco e pulverizado (2000 g), 
adquirido comercialmente (A REGIONAL ®, Parintins, AM). O tempo 
de maceração foi de sete dias e o procedimento de extração foi repetido 
por três vezes. Os extratos obtidos foram reunidos, filtrados e o solvente 
evaporado em rotaevaporador sob pressão reduzida (50-60ºC) rendendo 
107 g de extrato bruto seco.  
Uma alíquota de 102 g do extrato bruto seco foi submetida à 
extração sólido-líquido, sucessivamente, com clorofórmio e acetato de 
etila, rendendo 8,06 g de fração clorofórmio (Fr-CHCl3O), 10,40 g da 
fração acetato de etila (Fr-AcOEt) e 70,39 g do resíduo insolúvel (RI). 
Alíquotas do extrato bruto seco, frações Fr-CHCl3, Fr-AcOEt e RI foram 
reservadas para realização de ensaios para avaliação de suas potenciais 
atividades biológicas. 
 
3.2.2 Preparação de extratos e frações de C. heterodoxus 
 
O preparo do extrato bruto das folhas da C. heterodoxus, assim 
como os experimentos para o isolamento do triterpeno 1 (T1) e  semi-
síntese do triterpeno 2 (T2) foram executados pelo doutorando Leandro 
Espíndola e colaboradores do grupo de pesquisa em Química de 
Produtos Naturais do Departamento de Química da UFSC, sob 
orientação do Profº Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti. 
A planta foi coletada em Abrigo Rio Pitangui (coordenadas UTM 
593095 e 7231847), na região de Campos Gerais na cidade de Ponta 
Grossa, Paraná, nos meses de abril, junho e novembro de 2010 e 2011. 
A planta foi identificada pelo botânico Daniel Barcellos Falkenberg. Um 
voucher da espécie foi depositada no Herbário FLOR, UFSC e 
registrado sob o número 37689. 
O caule e as folhas foram identificados e secos em forno com 
circulação de ar (50ºC). Posteriormente, este material foi macerado em 
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etanol hidratado (96%) por 7 dias. O extrato obtido foi filtrado e o 
solvente foi evaporado em rotaevaporador a vácuo (60ºC) até atingir 1/3 
do volume inicial. Este procedimento foi realizado três vezes ao dia, 
durante uma semana, resultando no extrato bruto hidroalcoolico, que foi 
submetido a uma partição líquido-líquido com solventes de polaridade 
crescente (hexano e acetato de etila), resultando em três frações: hexano, 
acetato de etila e aquosa. 
 
3.2.3 Isolamento do fern-9(11)-ene-2α,3β-diol 
 
A fração de hexano (25 g) do extrato da C. heterodoxus foi 
submetida a fracionamento cromatográfico em coluna de gel de sílica, 
eluída com hexano/acetato de etila (0-100%), resultando em 155 frações 
de 125 mL cada. Frações 69 – 75 (30% de acetato de etila/hexanos) 
foram combinados e purificados por acetato de etila, resultando em 
3,743mg de fern-9(11)-ene-2α,3β-diol na forma de um sólido fino 
branco. A recristalização utilizando acetato de etila (30%) em hexano 
propiciou cristais incolores. HRMS (ESI) m/z [M+Na]+: calculado para 
C30H50O2: 465.3703; encontrado: 465.3704;  pf  167.3-172,8 °C; CCD  
Rf  0,46  (40 % de acetato de etila em hexanos);  IV  (KBr)  Amax  cm
-1
 
3557,  3395,  2949,  2867, 1642, 1471, 1454, 1379, 1054.  RNM 
1
H 
(CDCl3, ppm)  δ  2,25 (dd, J = 12,50 Hz e 4,30 Hz); 1.22 (m, H-1); 3,69 
(m, J = 11,87 hz, 9,31 Hz  e  4,37 Hz, H-2); 3,01 (d, J = 9,37 Hz H-3); 
1,35 (m, H-5); 0,79 (m, H-6); 1,63 (m, H-7); 2,08 (d, J = 11,32 Hz, H-
8); 5,35 (dd,  J = 5,27 Hz e 2,73 Hz, H-11); 1,64 (m); 1,41 (m, H-12); 
1,29 (m, H-15); 1,66 (m, H-16); 1,54 (m, H-18); 1,25 (m, H-19); 1,05 
(m, H-20); 0,98 (d, J = 9,57 Hz, H-21); 1,44 (m, H-22); 1,01 (s, H-23); 
0,91 (s, H-24); 1,14 (s, H-25); 0,74 (s, H-26); 0,81 (s, H-27); 0,76 (s, H-
28); 0,84 (d, J = 6,64 Hz, H-29); 0,89 (d, J = 6,44, H-30),  NMR 
13
C 
(CDCl3, ppm) δ  47,2 (C-1); 69,2 (C-2); 83,5 (C-3); 39,2 (C-4); 44,3 (C-
5); 17,7 (C-6); 18,9 (C-7); 39,8 (C-8);  150,1 (C-9);  39,0 (C-10);  116,6 
(C-11);  36,6 (C-12);  36,7 (C-13); 37,6 (C-14); 29,2 (C-15); 36,1 (C-
16); 42,9 (C-17); 51,9 (C-18); 20,1 (C-19); 28,2 (C-20);  59,6 (C-21);  
30,7 (C-22);  27,9 (C-23);  16,2 (C-24);  26,1 (C-25);  15,3 (C-26);  15,8 
(C-27); 13,9 (C-28); 23,0 (C-29); 22,1 (C-30). No presente estudo, o 
composto natural isolado  foi denominado triterpeno 1 (T1).  
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3.2.4 Síntese do triterpeno derivativo (T2) 
 
Um balão de dois pescoços de fundo redondo equipado a um 
condensador, por sua vez equipado com septo de silicone com entrada 
para injeção de nitrogênio no topo foi carregada com o triterpeno natural 
1 (0,300 g; 0,68 mmol, 1 equiv), p-nitrobenzoila (0,502 g, 2,71 mg, 4 
equiv) e piridina (25 mL).  
A reação foi conduzida com nitrogênio por 36 horas. 
Diclorometano (30 mL) foi adicionado e a fase orgânica foi lavada com 
três porções de 25 mL de solução de ácido cloridrico (HCl) aquoso 2M, 
três porções de solução bicarbonato de sódio (NaHCO3)10%, 
posteriormente foi adicionado sulfato de sódio anidro (Na2SO4) filtrado 
e concentrado para obter 0,421 g de um óleo amarelo pálido purificado 
com coluna cromatográfica sílica gel (30g) com eluição isocrática com 
hexano-EtOAc 70-30% que proporcionou 0,151g (31 %) de triterpeno 
derivativo 2 na forma de um sólido amarelo pálido: pf  80 – 81 °C. 
RNM 
1
H (400 MHz, CDCl3) δ8,12 (m, 8 H), 5,53 (m, 1H), 5,20 (d, 1H, 
J = 10.26), 0,50 – 1,65) (figura 7). 
RNM 
1
H (CDCl3, ppm), NMR 
13
C (CDCl3, ppm), HMQC, 
HMBC estão resumidos no apêndice(dados obtidos por COSY, HMQC 
e HMBC). 
 
3.3 ANIMAIS 
 
Ratos Wistar machos (180-200 g) foram mantidos em caixas 
plásticas com temperatura controlada (aproximadamente 21 ± 2ºC) com 
ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas entre 6 e 18 h). Os animais 
receberam alimento (Nuvital, Nuvilab CR1, Curitiba, PR, Brasil) e água 
ad libitum. Animais em jejum foram privados de alimento por 16 h, 
sendo permitido acesso à água. Todos os procedimentos foram 
realizados de acordo com a Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) local (Protocolo CEUA-UFSC PP00398). 
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3.4 CURVA DE TOLERÂNCIA À GLICOSE 
 
Neste estudo, foi utilizado um modelo animal de hiperglicemia 
aguda amplamente utilizada com sucesso neste grupo de pesquisa 
(Cazarolli et al., 2009; Frederico et al., 2012). A hiperglicemia foi 
induzida por meio de dose única de glicose intraesofágica (4 g/kg; 8,9 
M) em todos os grupos, exceto no grupo controle (euglicêmico), que 
recebeu apenas o veículo etanol 1% (diluído em água destilada). Os 
tratamentos foram administrados 30 min antes da indução da 
hiperglicemia, conforme descrito nas figuras 8, 9 e 10, referentes às 
partes 1, 2 e 3 deste estudo, respectivamente. Todos os tratamentos 
foram administrados por via intraesofágica (gavagem). 
A glicemia foi medida antes do início do tratamento (tempo zero) 
e 15, 30, 60 e 180 min após sobrecarga de glicose pelo método glicose 
oxidase de acordo com as recomendações do fabricante (Varley, 
Gowenlock e Bell, 1976; De Sousa et al., 2004). Os resultados foram 
expressos em miligrama de glicose por decilitro de soro (mg/dL). 
 
3.5 INSULINA SÉRICA 
 
As concentrações de insulina foram mensuradas antes do início 
do tratamento (tempo zero). Imediatamente, ratos receberam o 
tratamento e após 30 min a glicose foi administrada. Todos os 
tratamentos foram administrados por via intraesofágica (gavagem). A 
concentração sérica de insulina foi avaliada nos tempos 15, 30 e 60 min 
por ensaio imunoenzimáticos (ELISA) de acordo com as recomendações 
do fabricante. Foram detectados valores de 0,2 a 10 ng/mL. O 
coeficiente de variação (CV) intra e inter ensaios foi 3,22 e 6,95, 
respectivamente, com sensibilidade de 0,2-10 ng/mL. A insulina foi 
avaliada por colorimetria (450 nm) com leitor de placas de ELISA 
(Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) por interpolação da curva 
padrão (Cazarolli et al., 2009). Amostras de sangue dos animais foram 
analisadas em duplicata e resultados foram expressos como nanograma 
de insulina sérica por mililitro (ng/mL) (Damazio et al., 2010). 
 
3.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DAS DISSACARIDASES 
INTESTINAIS IN VIVO 
 
Os ratos hiperglicêmicos foram tratados de acordo com as figuras 
8 e 9. Um segmento do intestino delgado (duodeno) foi removido, 
lavado em 0,9% de solução de cloreto de sódio (NaCl), secado sobre 
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papel filtro, pesado, cortado, homogeneizado com NaCl a 0,9% (400 
mg/mL) e centrifugado 18000 rotações por minuto (8 min). O 
sobrenadante foi incubado a 37 °C durante 5 min com o substrato 
(maltose ou sacarose) em tampão maleato (pH 6,0). Atividades da 
maltase e sacarase foram determinadas pelo método glicose oxidase de 
acordo com as recomendações do fabricante (Pereira et al., 2012a). A 
atividade específica foi definida como a atividade da enzima por 
miligrama de proteína (U/mg, corresponde à quantidade de enzima que 
catalisa uma reação com velocidade de formação de 1 micromol de 
produto por minuto) (Dahlqvist, 1984). A concentração de proteína foi 
determinada pelo método de Lowry (1951), utilizando albumina bovina 
sérica como padrão. Os ensaios foram realizados em duplicata e 
conduzidos, juntamente com os controles apropriados.  
 
3.7 CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE GLP-1 E DPP-IV IN 
VITRO 
 
Os ratos foram tratados de acordo com a figura 10. As 
concentrações de GLP-1 foram mensuradas antes do início do 
tratamento (tempo zero). Imediatamente, ratos receberam o tratamento 
(triterpeno 2 ou sitagliptina) e após 30 min a glicose foi administrada. 
Todos os tratamentos foram administrados por via intra-esofágica. As 
concentrações plasmáticas de GLP-1 (GLP-1(7-36)) foram avaliadas aos 
15, 30 e 60 min e medido pelo método de ELISA de acordo com as 
recomendações do fabricante. Os resultados foram expressos em 
miligrama de GLP-1 por decilitro (mg/dL). 
A ação do triterpeno 2 (1 nM) na atividade da DPP-IV foi 
avaliada in vitro com o kit Cayman Chemical (Michigan, EUA), e 
medido por ELISA de acordo com as recomendações do fabricante.  
 
3.8 ISOLAMENTO DAS ILHOTAS PANCREÁTICAS 
 
O pâncreas de ratos euglicêmicos foi visualizado por meio de 
uma incisão abdominal central. O ducto pancreático foi obstruído na 
altura do duodeno e canulado próximo ao fígado. A solução de Krebs 
Ringer (KRb-HEPES), cuja composição é: NaCl (122 milimolar (mM)), 
KCl (3 mM), MgSO4 (1,2 mM), CaCl2 (1,3 mM), KH2PO4 (0,4 mM), e 
NaHCO3 (25 mM), carbogenado com O2/CO2 (95%:5%, v/v) até pH 7,4) 
adicionado de HEPES (8 mM), glicose (3 mM)  foi inserido 
cuidadosamente no ducto pancreático, com uma seringa, até o pâncreas 
estar suficientemente distendido (inflado). O pâncreas foi removido e 
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mantido numa placa de Petri com solução de KRB-HEPES. O tecido 
pancreático foi cortado em pequenos pedaços (2 x 2 mm) e incubado em 
tubos cônicos em 1 mL de solução de KRB-HEPES adicionado de 
colagenase (3 mg). Após a incubação a mistura foi transferida para tubos 
cônicos (110x15 mm), resuspendido em 10 mL sem colagenase e 
centrifugado (centrifuga Excelsa Baby, modelo 206, FANEM, São 
Paulo, SP, Brazil) por 3 min, 45 giros. O sobrenadante foi descartado e o 
sedimento foi suspendido em 10 mL de solução de KRb-HEPES. Este 
processo foi repetido 5 vezes. Alíquotas (100 µL) de ilhotas isoladas 
foram transferidos para microtubos contendo 300 µL de solução de 
KRb-HEPES (Lacy e Kostianovsky, 1967; Grillo et al., 2005).   
 
3.9 CAPTAÇÃO DE GLICOSE (
14
C-DG) NAS ILHOTAS 
PANCREÁTICAS ISOLADAS DE RATOS 
 
As ilhotas isoladas de ratos euglicêmicos foram pré-incubadas 
(30 min) e incubada (tempo de tratamento de 60 min) em solução de 
Krebs Ringer bicarbonato (KRB) cuja composição é: glicose (5,6 mM), 
NaCl (122 mM), KCl (3 mM), MgSO4 (1,2 mM), CaCl2 (1,3 mM), 
KH2PO4 (0,4 mM), e NaHCO3 (25 mM), ambiente com concentração 
O2/CO2 (95%:5%, v/v) e pH 7,4. C-DG (0,1 micro Curie (μCi)/mL) 
(Cazarolli et al., 2009; Frederico et al., 2012).  
O tratamento triterpeno 2 derivativo (T2) ou tampão KRB para o 
grupo controle e o análogo da glicose não metabolizável, 
14
C-DG (0,1 
μCi/mL), foram incubados nas amostra de ilhotas pancreáticas durante o 
período de incubação. Após a incubação, as ilhotas foram 
homogeneizadas em NaOH (0,5 N) e fervidas por 10 min. 25 μL de 
alíquotas do tecido foram adicionadas ao microtubo contendo 1 mL de 
líquido de cintilação. As amostras foram processadas como descrito por 
Cazzarolli et al. (2009). A leitura da radioatividade foi realizada no 
cintilador (modelo 1215; EG e G-Wallac, Turku, Finlândia). 5μL de 
cada amostra foram utilizado para a quantificação de proteínas pelo 
método de Lowry (1951).  A captação de glicose foi expressa como 
nmol de unidade de glicose por miligrama de proteínas (nmol un. de 
glicose/mg de proteína). 
 
3.10 INFLUXO DE 
45
CA
2+
 NAS ILHOTAS PANCREÁTICAS 
ISOLADAS E CÓLON INTESTINAL DE RATOS 
 
As ilhotas pancreáticas ou as fatias de cólon intestinal de ratos 
euglicêmicos foram incubadas (60 min) num incubador com agitação do 
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tipo Dubnoff a 37ºC com tampão de KRB-HEPES contendo glicose (5 
mM) e 
45
Ca
2+
(0,1 µCi/mL), pH 7,4 em ambiente com concentração 
O2:CO2(95:5; v/v). Na sequencia, as ilhotas ou fatias de cólon foram 
incubadas por 10 min em KRB-HEPES sem (controle) ou com 
triterpeno 2. 
Em alguns experimentos, agonistas/antagonistas de canais iônicos 
ou cinases foram adicionados durante os 15 minutos anteriores a adição 
do tratamento e mantido em incubação durante todo período. Neste 
protocolo, foram utilizados: tolbutamida (300 µM), glibenclamida (300 
µM) diazoxide (250 µM), apamina (1 µM), nifedipina (1 µM), BAPTA-
AM (50 µM), ST (1 µM) ou H-89 (10 µM) (Batra e Sjögren, 1983; 
Grillo et al., 2005; Zanatta et al., 2011; Rosso et al., 2012). Uma 
solução contendo cloreto de lantânio (10 mM) a 2ºC foi adicionada as 
amostras para interromper o fluxo de cálcio. Os tubos foram 
centrifugados por 1 min a 45 giros, o sobrenadante foi descartado e as 
ilhotas foram lavadas 2 vezes com a mesma solução. As ilhotas foram 
homogeneizadas em solução com 300 µL NaOH (0,5 N) e fervidas 
(100°C) por 5 min. A leitura da radioatividade foi realizada no cintilador 
(modelo 1215; EG e G-Wallac, Turku, Finlândia). Para amostra foram 
utilizado 5μL para a quantificação de proteínas pelo método de Lowry 
(1951). O influxo de cálcio foi expresso pmol de 
45
Ca
2+
/mg de proteína. 
 
3.11 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) 
 
Para observação na MET, porções de pâncreas de rato foram 
incubados na presença de triterpeno 2 (1 nM) durante 5 ou 20 min. 
Após, foram fixados por 12 h em solução de glutaraldeído (2,5%), 
sacarose (2%) tamponadas com cacodilato de sódio (0,1 M) (pH 7,2) 
(Schmidt et al., 2009). O material foi fixado com tetróxido de ósmio 
(1%) por 4 h e desidratado em séries de solução aquosa com 
concentrações crescentes de acetona. Após a desidratação, o material foi 
infiltrado com resina Spurr.Em seguida, as fatias ultrafinas foram 
contrastadas em acetato de uranila aquoso seguido por citrato de 
chumbo de acordo com Reynolds (1963). Quatro réplicas foram 
preparadas para cada grupo experimental; duas amostras por repetição 
foram examinados na MET (Jeol JEM1011 a 80 kV) no Laboratório 
Central de Microscopia Eletrônica (LCME, UFSC, Brasil). Foi avaliada 
a quantidade de vesículas citoplasmáticas de insulina por células β 
(foram avaliadas 30 células) (Annerén, Welsh e Jansson, 2007; Castro et 
al. 2015).  
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3.12 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-GLICAÇÃO DE S. 
IMPRESSIFOLIA IN VITRO 
 
AGEs foram formados num sistema in vitro, conforme descrito 
Kiho et al. (2004) e adaptado por Pereira et al. (2012b). A glicose (500 
mM) ou a frutose (300 mM) foram incubadas em tampão fosfato (PBS, 
pH 7,4; azida de sódio 0,02%) com ABS (10 mg/mL) na ausência 
(controle) ou na presença dos tratamentos (figura 11). A fluorescência 
emitida por AGEs foi medida com o fluorímetro Infinity M200 
(TECAN) (excitação = 370 nm e emissão = 440 nm) antes do início da 
incubação (dia zero). Imediatamente, a solução anterior foi mantida em 
estufa, isolada da luz, a 37ºC. A fluorescência foi medida no 7º, 14º e 
28º dia (n = 5).  
 
 
3.13 LACTATO DESIDROGENASE (LDH) SÉRICA 
 
A atividade da LDH foi determinada após 180 minutos do 
tratamento intraesofágico com T1 e T2 (10 e 1 mg/kg, respectivamente). 
Amostras de soro foram utilizadas para determinar a atividade da LDH 
extracelular (Zanatta et al., 2011). 
 
3.14 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Os resultados foram expressos como a média  E.P.M., conforme 
número de amostras especificadas. As comparações estatísticas foram 
realizadas através da análise de variância de uma via (ANOVA) seguida 
pelo pós-teste de Bonferroni pelo programa INSTAT versão 2.2. 
Também foi utilizado para avaliação de parte das amostras o teste “t” de 
Student. As diferenças encontradas foram consideradas estatisticamente 
significativas para p ≤ 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estão 
apresentados em três partes com o objetivo de facilitar a compreensão e 
sequência dos resultados obtidos nos diferentes temas estudados. 
 
Parte 1: Potencial ação anti-hiperglicêmica/hipoglicemiante do EB-SI e 
frações do caule da S. impressifolia. 
 
Parte 2: Potencial ação anti-hiperglicêmica de um  triterpeno derivativo 
(T2). 
 
Parte 3: Ação do triterpeno derivativo (T2) no intestino. 
 
62 
 
 
63 
 
 
4.1 PARTE 1: POTENCIAL AÇÃO ANTI-
HIPERGLICÊMICA/HIPOGLICEMIANTE DO EB-SI E FRAÇÕES 
DO CAULE DA S. IMPRESSIFOLIA 
 
4.1.1 Efeito do EB-SI, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O na curva de 
tolerância à glicose 
 
A  
Tabela  mostra os dados relativos à curva de tolerância à glicose 
em ratos tratados com diferentes doses de extrato bruto e frações em 
tempos específicos (0 a 180 min). Ratos que receberam a sobrecarga de 
glicose apresentaram clássico aumento da curva glicêmica nos tempos 
15, 30 e 60 min quando comparado ao tempo zero do mesmo grupo 
(hiperglicêmico/hiper). Por outro lado, ratos tratados com EB-SI (doses 
de 25, 50 e 100 mg/kg) apresentaram concentração de glicemia 
significativamente menores quando comparado ao  grupo 
hiperglicêmico. A dose de 50 mg/kg determinou efeitos mais 
expressivos (redução de aproximadamente 12%, 20% e 10%, nos 
respectivos tempos 15, 30 e 60 min), por isso foi selecionada para iniciar 
os estudos com as frações e RI. A figura 12 mostra o efeito comparativo 
dos quatro tratamentos na dose de 50 mg/kg.  Adicionalmente, a RI 
produziu significativo efeito anti-hiperglicêmico/hipoglicemiante nos 
tempos de 15 a 60 min, sendo a redução máxima observada de 33% aos 
15 min (dose 25 mg/kg). Já, os ratos tratados com a Fr-CHCl3O 
apresentaram redução significativa da glicemia nos tempos 15, 30 e 60 
min e a redução máxima observada foi de 36% aos 30 min (dose 12,5 
mg/kg). A Fr-AcOEt não produziu alterações na curva glicêmica neste 
modelo animal de hiperglicemia. Além disso, o tratamento controle 
positivo com glipizida (10 mg/kg) produziu o típico efeito em diminuir a 
concentração sérica de glicose nos tempos de 15 a 60 min comparado ao 
grupo hiperglicêmico. O grupo controle euglicêmico (recebeu veículo 
1% EtOH-H2O) não apresentou alterações significativas no perfil de 
glicemia no período estudado. Em conjunto, estes dados demonstram a 
potencial ação anti-hiperglicêmica da S. impressifolia. 
64 
 
 
Tabela 1 - Efeito agudo do EB-SI, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O na 
glicemia (mg/dL) na curva de tolerância à glicose
 
Concentração sérica de glicose (mg/dL) 
Grupo 
 
Dose 
(mg/
kg) 
Tempo 
(min) 
    
  0 15 30  60  180 
I  
Controle 
Veícu
lo 
103±3 105±7 124±4 110±7 105±2 
        
II  
Hiper 
Veícu
lo 
101±3 168±1
##
 182±1
###
 160±4
#
 127±4 
        
III  
Hiper+ 
EB-SI 
100  106±3 158±9 144±9** 144±9* 112±9 
50 109±2 147±7** 146±6** 144±8* 124±2 
25 101±2 159±9 170±4 126±5*** 124±5 
        
IV  
Hiper+ 
RI 
50 109±3 113±9*** 127±3*** 120±2*** 122±4 
25 87±3 112±5*** 127±4*** 122±4*** 129±7 
12,5 97±2 128±5** 126±4*** 133±2** 132±4 
        
V  
Hiper+Fr
-AcOEt 
50 88±2 159±8 168±9 157±9 133±3 
25 97±5 156±9 174±9 168±9 133±5 
12,5 96±3 160±6 160±6 158±9 135±4 
        
VI  
Hiper+ 
Fr-
CHCl3O 
50 96±3 146±7** 117±7*** 122±3*** 138±3 
25 114±3 149±4 156±3 141±3** 127±4 
 12,5 101±4 142±9** 149±9* 137±7** 122±5 
(Continua)     
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(Continuação da tabela 1) 
Grupo 
 
Dose 
(mg/
kg) 
Tempo 
(min) 
    
  0 15 30  60  180 
VII  
Hiper+ 
Glipizida 
10 110±5 140±3** 127±4*** 116±7*** 115±4 
Valores são expressos como média ±S.E.M; n=8. ###p≤0.001,##p≤0.01, 
#p≤0.01 comparado ao grupo Controle.  ***p≤0,001, **p≤0,01, *p≤0,01 
comparado ao grupo Hiperglicêmico.  
 
Figura 12– Comparação do efeito agudo do EB-SI, RI, Fr-AcOEt e Fr-
CHCl3O na glicemia na curva de tolerância a glicose 
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Valores são expressos como média ±E.P.M.; n=8 para cada tratamento. 
**p≤0,01; ***p≤0,001 comparado ao grupo Hiperglicêmico.  
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Valores são expressos como média ±S.E.M; n=6 em duplicata para cada 
tratamento. **p≤0,01; ***p≤0,001 comparado ao grupo controle.  
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4.1.2 Efeito do EB-SI, RI e Fr-CHCl3O nas dissacaridases 
 
A figura 13 ilustra a atividade específica das enzimas sacarase e 
maltase no duodeno de ratos após o tratamento in vivo com EB-SI, RI e 
Fr-CHCl3O (doses de 12,5; 25 e50 mg/kg). Os grupos tratados 
apresentaram diminuição acentuada na atividade das enzimas (maltase e 
sacarase) em comparação ao grupo controle.  
 
Figura 13- Atividade específica das enzimas sacarase e maltase no 
duodeno de ratos 
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4.1.3 Efeito do RI e Fr-CHCl3O na concentração de insulina sérica 
 
Figura 14 - Efeito agudo de RI e Fr-CHCl3O na concentração de insulina 
(ng/mL) na curva de tolerância a glicose 
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Valores são expressos como média ± E.P.M.; n=6 em duplicata para 
cada tratamento. **p≤0,01; *** p≤0,001;comparado ao grupo controle. 
Estatisticamente diferente do grupo controle hiperglicêmico. 
 
A figura 14 mostra um padrão característico da secreção de 
insulina após sobrecarga de glicose (4 g/kg) no grupo controle 
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hiperglicêmico. Os grupos tratados com RI (A) e Fr-CHCl3O (B) 
exibiram significante efeito estimulatório na secreção de insulina. 
 
4.1.4 Efeito do EB-SI, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O na glicação de 
albumina in vitro 
 
As figuras 15 e 16 (A a D) mostram a intensidade da 
fluorescência produzida por AGEs formados no modelo de glicação de 
albumina quando incubada com glicose ou frutose, respectivamente. 
Após a incubação, em todo período analisado (7º, 14º e 28º dia) foi 
observado claramente que a formação de AGEs foi significativamente 
aumentada nos grupos BSA/glicose e BSA/frutose quando comparado 
ao grupo BSA.  
A figura 15 (A-D) demonstra, a eficiência do EB-SI, RI, Fr-
AcOEt e Fr-CHCl3O na inibição da glicação da albumina com a glicose 
no período entre 7 e 28 dias. O efeito foi mais pronunciado no 14º dia, 
quando o tratamento produziu diminuição de até 63% no grupo Fr-
CHCl3O 2,5 μg/mL. A figura 16 (A-D) apresenta, respectivamente o 
efeito do EB, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O na glicação da albumina após 
incubação com frutose. A Fr-CHCl3O produziu efeitos 
significativamente positivos no 7º e 14º dia. O EB-SI, RI e Fr-AcOEt 
demonstraram efeito até o 28º dia. Conjuntamente, estes resultados 
demonstram a significante capacidade do EB e frações da S. 
impressifolia em reduzir a formação de AGEs.  
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Figura 15- Efeito do EB-SI, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O na formação de 
fluorescência por AGEs no modelo ABS/glicose
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Valores são expressos como média ±S.E.M; n=6 em duplicata para cada 
tratamento. *p≤0,05; ***p≤0,001 comparado ao grupo ABS. #p≤0,05; 
##p≤0,01; ###p≤0,001 comparado ao grupo ABS+glicose.  
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Figura 16- Efeito do EB, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O na formação de 
fluorescência por AGEs no modelo ABS/frutose
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Valores são expressos como média ±E.P.M.; n=6 em duplicata para cada 
tratamento. ***p≤0,001 comparado ao grupo ABS. ###p≤0,001 
comparado ao grupo ABS+frutose. 
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4.1.5 Discussão 
 
A prevalência da DM aumentou progressivamente nas últimas 
décadas e o desenvolvimento de complicações associadas contribuem 
significativamente para o aumento da morbidade e mortalidade em todo 
mundo. A fisiopatologia da DM é complexa e envolve, entre diversos 
fatores, defeitos na secreção e ação da insulina (Wild et al., 2004). 
Apesar do grande interesse no desenvolvimento de novas formas de 
tratamento da DM e complicações tardias e do crescente interesse da 
comunidade científica no estudo de produtos naturais, apenas uma 
discreta parte das espécies de plantas tem os efeitos biológicos 
cientificamente comprovados (Grover, Yadav e Vats, 2002).  
Algumas espécies de plantas utilizadas culturalmente pela 
população no tratamento da DM tiveram a eficácia comprovada por 
meio de estudos científicos. Além disso, o perfil fitoquímico e 
mecanismos de ação de algumas plantas (extratos, frações enriquecidas 
ou compostos isolados) foram elucidados(Cazarolli et al., 2008; Bhat et 
al., 2012). Plantas ricas em flavonoides e triterpenos podem atuar por 
meio do transporte e metabolismo da glicose nos tecidos periféricos, 
pela indução da secreção de insulina pelas células β do pâncreas ou 
ainda, na absorção intestinal de carboidratos (Zanatta et al., 2008; 
Cazarolli et al., 2009; Pereira, et al., 2012a). 
Devido à utilização popular da S. impressifolia no tratamento da 
DM, porém sem comprovação científica, um dos objetivos deste 
trabalho foi estudar o efeito do EB-SI, RI, Fr-AcOEt e Fr-CHCl3O da S. 
impressifolia no modelo animal de hiperglicemia. O presente trabalho é 
o primeiro na literatura, até onde temos conhecimento, demonstrando 
que tanto o extrato bruto (EB-SI), quanto a fração (Fr-CHCl3O) e o 
resíduo insolúvel (RI) reduziram significativamente a glicemia. Estes 
resultados comprovam a hipótese inicial deste estudo em relação ao 
efeito anti-hiperglicêmico/hipoglicemiante descrito para esta S. 
impressifolia.  
Outras plantas com potencial atividade anti-hiperglicêmica e 
secretagogas de insulina já foram estudadas por este grupo de pesquisa. 
Trabalhos com Baccharis articulata (Kappel et al., 2012), Avehrrhoa 
carambola (Cazarolli et al., 2012)e Musa paradisíaca (Kappel et al., 
2014)demonstraram que os extratos, frações e compostos isolados das 
plantas apresentaram efeito anti-hiperglicêmico. Os efeitos observados 
na glicemia parecem envolver o estímulo da secreção de insulina das 
células β, bem como a atividade insulino-mimética de determinado 
componente dos extratos ou ainda uma associação de ambos.  
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Inúmeros mecanismos foram descritos para explicar o potencial 
efeito anti-hiperglicêmico/hipoglicemiante de extratos, frações e/ou 
compostos isolados de plantas. A literatura aponta que algumas espécies 
exibem propriedades similares aos fármacos pertencentes à classe das 
sulfuniluréias, como glibenclamida, tolbutamida e glipizida, em que o 
efeito hipoglicêmico ocorre pelo estímulo da secreção de insulina pelas 
células β pancreáticas (Folador et al., 2010). O modelo utilizado no 
presente estudo reflete com habilidade um quadro de hiperglicemia, 
muito comum em pacientes com DM, utilizando ratos não diabéticos 
(sem alterações pancreáticas e com a secreção de insulina preservada).  
Neste trabalho, foi avaliado o efeito de Fr-CHCl3O e RI na concentração 
sérica de insulina. De modo interessante, os resultados apontam que 
ambos os tratamentos promoveram aumento na concentração de insulina 
aos 30 minutos. Diante disso, é possível que o efeito hipoglicemiante da 
S. impressifolia esteja relacionado a mecanismos que envolvam o 
aumento da secreção de insulina, ou seja, que a planta tenha um efeito 
secretagogo. 
Ainda, algumas espécies de plantas também atuam inibindo α-
glicosidases, enzimas que regulam a absorção de glicose no 
intestino(Andrade-Cetto, Becerra-Jimenez e Cardenas-Vazquez, 2008; 
Subramanian, Asmawi e Sadikun, 2008). A atividade das α-glicosidases 
no intestino aumenta a digestão dos açúcares e a absorção de glicose, 
colaborando para a hiperglicemia pós-prandial. Diante disso, a inibição 
das enzimas α-amilase e α-glicosidase é uma maneira efetiva de prevenir 
a hiperglicemia, a exemplo do mecanismo de ação do fármaco acarbose 
(Fowler, 2007). Desta forma, foram realizados também experimentos in 
vivo para verificar o efeito de EB-SI, RI e Fr-CHCl3Oda S. impressifolia 
frente à atividade das dissacaridades. Foi observado que os tratamentos 
inibiram significativamente a atividade da maltase e sacarase. 
Coletivamente, estes dados apontam que o efeito anti-hiperglicêmico da 
S. impressifolia é devido, pelo menos em parte, à inibição destas 
enzimas.   
No quadro de hiperglicemia prolongado altas concentrações dos 
AGEs são formados, que por sua vez, podem interagir com proteínas, 
como hemoglobinas. A glicação de proteínas interfere na função celular 
e causa alterações em vários tecidos. Além disso, a ligação dos AGEs 
em receptores específicos (RAGEs) pode levar à alteração na 
sinalização celular e estimular a produção de radicais livres. Os AGEs 
contribuem de modo relevante para as complicações vasculares na DM, 
representando um alvo promissor para medidas terapêuticas (Goh e 
Cooper, 2008).  Diversos agentes naturais e sintéticos com possíveis 
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propriedades anti-AGE são estudados. Entre estes podemos destacar 
aqueles com capacidade de inibir a formação ou progressão de produtos 
Amadori, diminuição de estresse oxidativo e de AGEs(Urios, 
Grigorova-Borsos e Sternberg, 2007; Pereira, et al., 2012a). Neste 
estudo, também foi avaliado o efeito dos extratos e frações de S. 
impressifoliana formação dos AGEs in vitro. Os resultados mostraram 
um potente efeito inibitório na formação dos AGEs, indicando uma 
propriedade antiglicação para esta planta.  
A figura 17 apresenta os efeitos e possíveis mecanismos de ação 
envolvidos no efeito hipoglicemiante/anti-hiperglicêmico da planta. O 
interesse crescente em plantas com propriedades não apenas anti-
hiperglicemica, mas também antiglicação torna a S. impressifolia uma 
alternativa de tratamento extremamente promissora. 
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4.2 PARTE 2: POTENCIAL AÇÃO ANTI-HIPERGLICÊMICA DE 
UM  TRITERPENO DERIVATIVO (T2) 
 
 
4.2.1 Efeito do extrato bruto das folhas de C. heterodoxus (EB-CH), 
triterpeno natural (T1) e triterpeno derivativo (T2) na curva de 
tolerância à glicose 
 
Como esperado, a glicemia aumentou significativamente em ratos 
tratados com sobrecarga (4g/kg) de glicose (grupo hiperglicêmico/hiper) 
quando comparados ao grupo que não recebeu sobrecarga de glicose 
(grupo controle) (tabela ).  
O EB-CH na dose de 50 e 100 mg/kg  demonstrou efeito anti-
hiperglicêmico/hipoglicemiante discreto nos tempos 15 e 30 min neste 
modelo animal de hiperglicemia, quando comparado ao respectivo 
grupo controle hiperglicêmico (tabela ). Nenhum efeito foi observado na 
dose de 25 mg/kg. Além disso, foi observado o efeito hipoglicemiante 
clássico da tolbutamida (100 mg/kg), um bloqueador de canais de K
+
ATP, 
após 30 e 60 min em comparação com o grupo hiperglicêmico 
(Cazarolli et al., 2012; Kappel et al., 2014) (tabela ). Os ratos 
euglicêmicos (controle) apresentaram um perfil inalterado de glicemia 
ao longo de todo o estudo, como esperado. 
Pesquisas comparando o efeito dos triterpenos natural e derivativo (T1 e 
T2, respectivamente) foram realizadas neste trabalho. Na  
tabela , o tratamento intraesofágico com 10 mg/kg do T1 em ratos 
hiperglicêmicos produziu um significante efeito anti-
hiperglicêmico/hipoglicemiante aos 15 e 30 min e a redução máxima 
observada foi de 15 %. Por outro lado, não foi observado efeito na dose 
1 mg/kg de T1. O efeito anti-hiperglicêmico/hipoglicemiante de T1 já 
foi constatado em estudo anterior deste grupo de pesquisa (Castro, 
2014b). Na  
tabela , a administração intraesofágica de T2 (0,1 mg/kg) reduziu 
a concentração de glicose no soro em ratos hiperglicêmicos nos tempos 
15 e 30 min em torno de 22%, e 18%. Adicionalmente, a dose de 1 
mg/kg foi a mais eficaz na redução da glicemia em 15, 30 e 60 min de 
cerca de 36%, 27% e 24%, respectivamente. 
Estes resultados indicam a ação anti-hiperglicêmica do extrato 
bruto das folhas da C. heterodoxus (EB-CH), assim como do triterpeno 
derivativo (T2). Apesar do significativo efeito anti-
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hiperglicêmico/hipoglicemiante do T1, este não é tão eficaz como o T2 
cuja ação hiperglicêmica foi observada numa dose 10 vezes menor.  
 
Tabela 2- Efeito agudo do EB-CH na concentração de glicose (mg/dL) 
na curva de tolerância à glicose 
Tempo 
(min) 
Grupo I 
Controle 
1%EtO
H-H2O 
Grupo II 
Hiper 
 
4 g/kg 
Grupo III 
Hiper+ EB-CH 
Grupo III 
Hiper+ 
Tolbutami
da 
25 
mg/kg 
50 
mg/kg 
100 
mg/kg 
(100 
mg/kg) 
0 93±2 102±7 105±7 107±4 104±4 96±7 
15 94±2 162±7
#
 159±8 155±10 147±6* 159±7 
30 124±3 200±11
###
 197±9 187±8* 175±14* 171±5* 
60 110±3 153±4
#
 155±8 151±10 149±9 125±3* 
180 106±3 118±9 121±9 118±6 120±5 115±6 
Valores são expressos como média ±E.P.M.; n=6 em duplicata para cada 
tratamento. #p≤0,05; ###p≤0,001 comparado ao grupo controle.  
*p≤0,05 comparado ao grupo controle hiperglicêmico.  
 
 
Tabela 3 - Efeito de T1 e T2 na curva de tolerância à glicose 
Tempo 
(min) 
Hiper 
 
4 g/kg 
Hiper+ T1 Hiper+T2 
1 
mg/kg 
10 
mg/kg 
0,1 
 mg/kg 
1 
 mg/kg 
0 102±7 106±5 103±3 99±8 98±10 
15 162±7
#
 151±9 137±6** 126±2** 103±7*** 
30 200±11
###
 193±5 172±1* 163±9* 145±11*** 
60 153±4
#
 136±9 149±1 146±11 116±13** 
180 118±9 121±6 118±2 121±10 102±7 
 
Valores são expressos como média ±E.P.M.; n=6 em duplicata para cada 
tratamento. #p≤0,05; ###p≤0,001 comparado ao grupo controle.  
*p≤0,05; **p≤0.01; ***p≤0.001 comparado ao grupo hiperglicêmico.  
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4.2.2 Efeito do triterpeno derivativo (T2) na concentração de 
insulina sérica 
 
 
tabela  mostra um padrão característico da secreção de insulina 
após sobrecarga de glicose (4 g/kg) no grupo controle hiperglicêmico. 
Como esperado, o T2 exibiu uma significante efeito estimulatório na 
secreção de insulina de aproximadamente 30% em comparação ao grupo 
controle no tempo 15 minutos. Portanto, o efeito na regulação da 
glicemia é, pelo menos em parte, devido ao efeito hipoglicemiante de 
T2. 
 
 
Tabela 4- Efeito agudo de T2 na concentração de insulina (ng/mL) na 
curva de tolerância a glicose 
Tempo 
(min) 
Hiperglicêmico 
T2 (1 
mg/kg) 
0 0,5±0,05 0,5±0,06 
15 1,3±0,05 1,7,0±0,1* 
30 0,59±0,03 0,7±0,02 
60 0,65±0,04 0,6±0,01 
Valores são expressos como média ± E.P.M.; n=6 em duplicata 
para cada tratamento. *p≤0,05 comparado ao grupo hiperglicêmico.  
 
 
4.2.3 Efeito do triterpeno derivativo (T2) na captação de 
14
C-glicose 
nas ilhotas pancreáticas de rato in vitro 
 
Considerando que a captação de glicose pelas ilhotas pancreáticas 
leva às alterações da permeabilidade da membrana, que resulta no 
influxo de cálcio, a figura 18 mostra a curva dose-resposta do triterpeno 
2 nas concentrações de 0,1 nM a 1µM na captação de glicose nas ilhotas 
pancreáticas após 60 minutos de incubação in vitro. O efeito 
estimulatório do T2 foi significativo na concentração de 1 nM e 
representa um aumento de aproximadamente 310% de captação de 
glicose comparado ao grupo controle, sugerindo que a captação de 
glicose pela células β pode estar envolvida no mecanismo de ação na 
secreção de insulina por T2. 
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Figura 18- Curva de concentração-resposta de T2 no estímulo da 
captação 
14
C-DG nas ilhotas pancreáticas de ratos 
 
 
C
on
tro
le
0,
1 
nM
1 
nM
10
 n
M
10
0 
nM M
1 
**
Controle
T2
0,05
0,10
0,15
C
ap
ta
ç
ão
 d
e
1
4
C
-D
G
n
as
 i
lh
o
ta
s 
p
an
cr
eá
ti
ca
s
(n
m
o
l 
g
li
co
se
 u
n
./
m
g
 d
e 
p
ro
te
ín
a)
 
Tempo de pré-incubação = 30 min; Tempo de incubação = 60 min. 
Valores são expressos em média ± E.P.M.; n=8 em duplicata para cada 
tratamento. **p≤0,01 comparado ao grupo controle.  
 
4.2.4 Efeito do triterpeno derivativo (T2) no influxo de 
45
Ca
2+
  em 
ilhotas pancreáticas 
 
 
4.2.4.1 Curva tempo-dependente e concentração-resposta do T2 no 
influxo de 
45
Ca
2+ 
em ilhotas pancreáticas isoladas de ratos euglicêmicos 
 
No presente estudo, utilizamos o influxo de 
45
Ca
2+
 como 
ferramenta para demonstrar o efeito do T2 no mecanismo de ação 
relacionado à secreção de insulina pelas células β. Após 60 min na 
presença de 
45
Ca
2+ 
(equilíbrio de cálcio), as ilhotas pancreáticas foram 
incubadas na presença ou na ausência do tratamento (T2, 1nM). Na 
figura 19 A, é observado o influxo de cálcio por μg de proteínas em 
diferentes tempos (0,5; 1; 5; 10 e 15 min em meio normoglicêmico (5 
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mM de glicose). O T2 produziu um marcante pico de influxo de 
45
Ca
2+
 
aos 10 min (aproximadamente 560 %) comparado ao respectivo grupo 
controle. Nenhuma ação significativa do tratamento foi detectada aos 
0,5; 1; 5 e 15 min. A figura 19 B demonstra a curva de dose-resposta do 
T2. Adicionalmente, o tratamento de T2 na concentração de 1 nM 
produziu maior influxo de cálcio por μg de proteínas (em torno de 
360%) quando comparados ao grupo controle. Em adição, a elevação 
máxima observada foi de aproximadamente 360% na concentração de 1 
nM. Portanto, a captação de cálcio estimulada pelo T2  foi dependente 
do tempo e da concentração. Com base nisso, em experimentos 
subsequentes a concentração de 1 nM do T2 e o tempo de incubação de 
10 min foram utilizados. Também, como o tempo de 10 min está 
relacionado à primeira fase de secreção da insulina nas células β 
pancreáticas, este período foi oportuno para este estudo. 
 
 
4.2.4.2 Envolvimento de canais de K
+
 no efeito estimulatório do T2 no 
influxo de 
45
Ca
2+
 
 
É bem conhecido que as correntes de Ca
2+
 podem ser 
influenciadas por outros íons, como íon potássio (K
+
) cuja ação está 
envolvida na manutenção das características elétricas das células. Como 
esperado, a tolbutamida (figura 20 A), um bloqueador de canais de 
K
+
ATP, que induz a despolarização da célula β, o que permite a abertura 
dos canais de CCDV-L e consequente entrada deste íon na célula 
pancreática produziu um efeito clássico descrito na literatura, 
estimulando em torno de 5 vezes a captação de cálcio quando 
comparado ao controle. Além disso, foi observado que o efeito 
estimulatório do T2 no influxo de cálcio foi inalterado na presença de 
tolbutamida. No entanto, a incubação com diazoxide (agonista de canal 
KATP) determinou uma diminuição significativa no efeito estimulatório 
do T2. 
Além disso, a apamina, um bloqueador de canais de K
+
-Ca
2+
, 
não alterou significativamente o efeito estimulatório do T2 (figura 21). 
Os resultados sugerem que os canais K
+
ATP podem estar envolvidos no 
mecanismo de ação de T2 na secreção de insulina. As concentrações de 
diazoxide e apamina utilizadas nestes experimentos não ateraram a 
concentração basal do influxo de Ca
2+
. 
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Figura 19 - Curva tempo-dependente (A) e concentração-resposta (B) de 
T2no influxo de 
45
Ca
2+
 nas ilhotas pancreáticas 
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Pré-incubação = 60 min; Incubação= 0 a 15 min. Valores são expressos 
em média ± E.P.M.; n=8 em duplicata para cada grupo. **p≤0,01; 
***p≤0,001 comparado ao grupo controle. 
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Figura 20 - Envolvimento de canais de K
+
ATP no efeito estimulatório de 
T2no influxo de 
45
Ca
2+
 nas ilhotas pancreáticas 
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(A) Tolbutamida (300 μM) e (B) diazoxide (250 μM) presentes durante 
15 minutos da pré-incubação e durante a incubação. Tempo de pré-
incubação = 60 min; Tempo de incubação= 10 min. Valores são 
expressos em média ± E.P.M. de 3 experimentos independentes. Todos 
os experimentos foram conduzidos simultaneamente. ***p≤0,001; 
comparado ao grupo controle; ###p≤0,001 comparado ao T2. 
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Figura 21– Envolvimento de canais de K
+
-Ca
2+
 no efeito estimulatório 
de T2 no influxo de 
45
Ca
2+
 nas ilhotas pancreáticas 
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Apamina (1 μM) presente durante 15 min da pré-incubação e durante a 
incubação. Tempo de pré-incubação = 60 min; Tempo de incubação= 10 
min. Valores são expressos em média ± E.P.M. de 3 experimentos 
independentes.  ***p≤0,001 comparado ao grupo controle.  
 
 
4.2.4.3 Envolvimento dos canais de Ca
2+ 
dependentes de voltagem no 
efeito estimulatório do T2 no influxo 
45
Ca
2+
 
 
A nifedipina (1 μM), bloqueadora de canais de CCDV-L, impede 
a entrada deste íon na célula. Como esperado, a concentração de 
nifedipina utilizada não alterou o equilíbrio celular basal do Ca
2+
. No 
entanto, a incubação com nifedipina determinou a diminuição (66%) da 
ação do T2(figura 22 A).  O resultado indica que parte do influxo de 
45
Ca
2+
 induzida pelo T2 foi mediada pela abertura de CCDV-L. O 
quelante de Ca
2+
 intracelular, BAPTA-AM, foi utilizado com a 
finalidade de investigar a influência de Ca
2+
 intracelular na ação 
estimulatória do T2. A figura 22figura  B mostra que o BAPTA-AM, 
não alterou a concentração basal do influxo de 
45
Ca
2+
. Adicionalmente, 
o BAPTA-AM não alterou o estímulo do influxo de Ca
2+ 
induzida pelo 
T2, indicando que o Ca
2+ 
intracelular não está envolvido na ação deste 
composto. 
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4.2.4.4 Envolvimento da PKC e PKA no efeito estimulatório do 
triterpeno derivativo (T2) no influxo de 
45
Ca
2+
 
 
Considerando que as vias que envolvem PKC e PKA podem 
regular a atividade do canal de cálcio, o envolvimento das cinases PKC 
e PKA na ação estimulatória do T2 foi investigada. Como mostrado na 
(figura 23 A), o tratamento de ilhotas pancreáticas com ST, um inibidor 
da PKC, não teve qualquer influência no influxo basal de cálcio; no 
entanto, o ST suprimiu significativamente o efeito estimulatório do T2 
no influxo de 
45
Ca
2+
. Por outro lado, a incubação com o H-89 (inibidor 
da PKA) não alterou o estímulo da captação de Ca
2+ 
induzido pelo T2 
(figura 23 B). Com base nisso, é sugestivo que PKC esteja envolvida no 
mecanismo de ação de T2. 
 
4.2.5 Efeito do triterpeno derivativo (T2) no trânsito de vesículas de 
insulina nas ilhotas pancreáticas 
 
Como mostrado na figura 24figura , os grânulos de insulina (pré-
formada) presentes nas células β se acumulam próximo à membrana 
plasmática. No entanto, após a incubação de ilhotas pancreáticas com T2 
(1 nM) durante 5 min, foi observado uma redução nos grânulos de 
insulina em cerca de 90% quando comparado com o respectivo controle 
hiperglicêmico. Além disso, após 20 min de incubação com o T2, este 
não foi capaz de alterar a quantidade de vesículas de insulina. Com base 
nos resultados obtidos, T2 pode atuar promovendo o processo 
exocitótico dos grânulos de insulina na primeira fase de secreção. 
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Figura 22 - Envolvimento do CCDV-L e do estoque de Ca
2+
 intracelular 
no efeito estimulatório de T2 no influxo de 
45
Ca
2+ 
nas ilhotas 
pancreáticas 
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(A) Nifedipina (1 μM) e (B) BAPTA-AM (50 μM) presentes durante os 
últimos 15 min de pré-incubação e durante a incubação. Pré-incubação = 
60 min; incubação= 10 min. Valores são expressos em média ± E.P.M. 
de 3 experimentos independentes. Todos os experimentos foram 
conduzidos simultaneamente. ***p≤0,001 comparado ao grupo controle. 
###p≤0,001 comparado ao grupo T2. 
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Figura 23 - Envolvimento das vias da PKA e PKC no efeito 
estimulatório do T2no influxo de 
45
Ca
2+
 nas ilhotas pancreáticas 
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(A) ST (1 μM) e (B) H-89 (10 μM) presentes durante 15 min da pré-
incubação e durante a incubação. Pré-incubação = 60 min; incubação= 
10 min. Média ± E.P.M..de 3 experimentos independentes. ***p≤0,001 
comparado ao grupo controle. ###p≤0,001 comparado ao grupo T2.  
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Figura 24– Microscopia eletrônica de transmissão. Efeito de T2na 
translocação de vesículas de insulina nas ilhotas pancreáticas 
 
Número de vesículas insulínicas citoplasmáticas por célula β no estado 
basal aos 5 e 20 min (Castro et al., 2015) e em presença de T2(1 nM) na 
primeira e segunda fase da secreção de insulina. Tempo de incubação= 5 
e 20 min com/sem T2, n= 20 para o grupo basal hiperglicêmico em 5 
min; n= 20 para o grupo Hiper + T2em 5 min; n= 16 para o grupo hipero 
basal em 20 min e n= 20 para o grupo hiper + T1em 20 min.  
Tempo 
  
5 min 
 
20 min 
   
Hiper Hiper + T2  Hiper Hiper + T2 
Vesículas 
citoplasmáticas/ 
célula 
 
4,03 0.40 
 
1,62 1,20 
Incubação= 5 min ou 20 min. 
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4.2.6 Efeito de T1 e T2 na atividade da LDH 
 
A atividade da LDH foi determinada 180 min após o tratamento 
intraesofágico com triterpenos (T1 e T2) (10 e 1 mg/kg, 
respectivamente). Amostras de sangue e soro foram utilizadas para 
determinar a atividade do LDH extracelular. Nenhuma alteração da 
atividade foi detectada sugerindo que os tratamentos não exibem 
toxidade neste período e doses estudados (figura 25figura ). Entretanto, 
outros ensaios necessitam ser realizados para comprovar efetivamente 
que este tratamento não exibe toxicidade. 
 
 
Figura 25 - Efeito de T1 e T2 na atividade de LDH 
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4.2.7 Discussão 
 
Triterpenos podem regular a homeostasia de glicose por aumentar 
a secreção de insulina (ação secretagoga) ou por estimular a captação de 
glicose em tecidos dependentes de insulina (ação insulinomimética) 
(Castellano et al., 2013; Castro et al., 2015) de modo similar a outros 
compostos exógenos (nutracêuticos ou medicamentos hipoglicemiantes) 
(Cazarolli et al., 2009; Damazio et al., 2010; Frederico et al., 2012). 
A1,25(OH)2 vitamina D3 é um composto de grande interesse para o 
presente grupo de pesquisa em razão de seu efeito hipoglicemiante, 
porém análogos de a 1,25(OH)2 vitamina D3 apresentam como 
desvantagem o alto custo. Em comum, a 1,25(OH)2vitamina D3 e 
triterpenos apresentam a origem do esqualeno, o que torna os triterpenos 
naturais e sintéticos igualmente interessantes (Castro et al., 2014a).   
Em relação aos estudos utilizando a planta C. heterodoxus, os 
resultados das curvas de tolerância à glicose demonstraram que o EB-
CH apresenta um potencial efeito na regulação da homeostasia da 
glicose.  O triterpeno natural (T1), isolado do extrato bruto da C. 
heterodoxus diminuiu a glicose sérica 10 vezes em relação à planta. 
Corroborando estes resultados, estudos recentes do grupo verificaram 
que o triterpeno ácido betulínico também apresenta efeito significativo 
na redução da glicemia de ratos hiperglicêmicos após o tratamento nos 
tempos 15, 30 e 60 min (Castro et al., 2014a).  
Sabe-se que os diferentes substituintes em diferentes posições na 
estrutura fundamental de um composto pode determinar a atividade 
biológica, bem como o modo de ação específico (Alberton et al., 2008; 
Damazio et al., 2010; Frederico et al., 2012). O novo triterpeno 
derivativo (T2)(0,1 mg/kg), possui um aceptor de elétrons, o grupo nitro 
substituinte no anel A, que se destacou por potencializar o efeito 
hipoglicemiante em torno de 10
2 
e 10
3
 vezes em comparação ao T1(10 
mg/kg). Os resultados indicam que as modificações na estrutura química 
do composto isolado (T2) tornaram os efeitos biológicos mais eficientes 
em comparação ao composto natural. 
É conhecido que o efeito hipoglicemiante de compostos é devido 
ao aumento da secreção de insulina. Então, avaliamos o efeito de T2 na 
concentração sérica de insulina. Neste trabalho, T2 promoveu o aumento 
da concentração sérica de insulina aos 15 minutos. Os resultados 
permitem inferir que o efeito hipoglicemiante observado para T2, em 
parte, ocorre através de mecanismos que envolvem a secreção 
insulínica. 
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Considerando que a captação de glicose pelas ilhotas pancreáticas 
leva às alterações da permeabilidade da membrana (Silva et al., 2013), 
que resulta no influxo de cálcio e, consequente, secreção de insulina, 
foram realizados estudos in vitro com a finalidade de estudar e propor 
mecanismos por meio do qual T2 aumenta a secreção de insulina pela 
ilhotas pancreáticas.  
O GLUT 2, no pâncreas, exibe baixa afinidade e alta capacidade 
para o transporte de glicose (Km -17 mM). A concentração de glicose 
intracelular é mantida por fluxos bidirecionais de glicose, funcionando 
como um sensor para a secreção de insulina (Silva et al., 2013). A 
elevação da concentração de glicose leva ao aumento da proporção de 
ATP/ADP que induz o fechamento dos canais de K
+
ATP, ocasionando a 
despolarização da membrana plasmática e a ativação dos CCDV. O 
resultado é o aumento da concentração de Ca
2+ 
intracelular e secreção de 
insulina (Aguilar-Bryan e Bryan, 1999; Gilon e Henquin, 2001). Os 
canais K
+
ATP e CCDV são de destacada relevância fisiológica e 
molecular, uma vez que eles acoplam o metabolismo bioquímico a 
atividade elétrica celular (Xu et al., 2015). Em nossas condições 
experimentais, o efeito estimulatório do T2 (1 nM) na captação de 
glicose em ilhotas pancreáticas parece contribuir para a secreção de 
insulina e este evento é mediado por canais de K
+
ATP e CCDV-L. Estes 
resultados vão ao encontro do que aponta a ação de nutracêuticos e 
fármacos na secreção de insulina mediada por alterações no potencial de 
membrana das células β, secreção de GLP-1 e secreção de insulina 
induzida por glicose (Kappel et al., 2013; Guo, Liu e Yin, 2014) ou no 
efeito em longo prazo e estimulação da proliferação de células β 
(Tarussio et al., 2014). Entre as vias de secreção da insulina ativadas por 
compostos naturais e sintéticos, estão descritas a alteração no potencial 
de membrana da célula-β (despolarização) e a secreção de insulina 
estimulada pela glicose(Kappel et al., 2013; Guo, Liu e Yin, 2014). 
Além disso, alguns compostos também afetam a secreção de insulina, 
ativando a abertura de CCDV sem afetar os canais K
+
ATP ou mesmo 
envolvendo os dois tipos de canais numa via semelhante induzida por 
glicose (Henquin, 2009; Kappel et al., 2013).  
Adicionalmente, o efeito inibitório de ST no influxo de Ca
2+
 
estimulado pelo T2 sugere o envolvimento da PKC na ação 
hipoglicemiante do composto. Os mecanismos que envolvem a ação da 
PKC no influxo de Ca
2+
 induzida por triterpeno ainda não foram 
completamente elucidados, mas podemos supor que o T2 induz 
despolarização das células-β, por meio do efeito direto no fechamento 
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dos canais K
+
, ativação de CCDV -L e promovendo a ativação da PKC 
(Ahrén, 2009).  
Neste trabalho, o T2 não causou toxicidade na dose mais elevada 
testada depois do tratamento in vivo e este resultado está de acordo com 
outros triterpenos avaliados em protocolo semelhante (Castro et al., 
2014b; Castro et al., 2015). Mais estudos precisam ser realizados para 
avaliar os possíveis efeitos tóxicos de T2. 
Para complementar os estudos no pâncreas, foram realizados 
estudos por meio da MET. É conhecido que entre 3 e 5 min o pâncreas 
secreta a insulina pré-formada e armazenada nas ilhotas até o momento 
da extrusão (KAUFMAN, 2011), portanto o modelo neste trabalho, 
representa a primeira fase de secreção de insulina. Como neste 
trabalhofigura , quando o pâncreas foi tratado com o T2, observou-se 
uma diminuição do número de vesículas. Este resultado pode estar 
associado ao aumento da translocação de vesículas de insulina no grupo 
tratado, na primeira fase de secreção. Os resultados apresentados são 
importantes, já que a deficiência na primeira fase de secreção de insulina 
é observada desde o início da DM, inclusive do tipo 2. 
Em resumo, o T2 diminuiu a glicemia após o tratamento in vivo. 
O efeito hipoglicemiante observado pode ser devido ao aumento da 
secreção de insulina observado. Estudos in vitro possibilitaram estudar e 
propor mecanismos relacionados a secreção de insulina nas ilhotas 
pancreáticas. T2 estimulou in vitro a captação de glicose e o influxo de 
Ca
2+ 
nas ilhotas pancreáticas de ratos. O T2atuou aumentando a 
concentração de cálcio intracelular nas ilhotas pancreáticas por meio do 
fechamento de canais de K
+
ATP, abertura de canais CCDV -L e ativação 
da PKC. Coletivamente, estes dados apontam o T2 como candidato 
potencial para a regulação da homeostasia da glicose (figura 26). 
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Figura 26 - Resumo do efeito in vitro do triterpeno derivativo (T2) na 
via de secreção da insulina no pâncreas de ratos euglicêmicos 
 
(*) transportador de glicose, canais e cinases envolvidos na ação de T2. 
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4.3 PARTE 3: AÇÃO DO TRITERPENO DERIVATIVO (T2) NO 
INTESTINO 
 
4.3.1 Efeito do triterpeno derivativo (T2) e sitagliptina na curva de 
tolerância à glicose 
 
Considerando que a sitagliptina é um fármaco para controle da 
DM pertencente à classe terapêutica dos inibidores da DPP-IV, 
experimentos com o objetivo de avaliar o possível efeito 
hipoglicemiante sinérgico do T2e sitagliptina foram conduzidos. Os 
resultados do presente estudo demonstram que, como esperado, os ratos 
hiperglicêmicos tratados exclusivamente com o T2 ou com sitagliptina 
apresentaram uma redução significativa da glicemia. De modo 
interessante, no grupo tratado com T2associado à sitagliptina foi 
observada uma diminuição significativa da glicemia no tempo 30 e 60 
min em comparação ao grupo sitagliptina (respectivamente 12% e 15%) 
ou T2(respectivamente, 12% e 17%) (figura 27figura ). 
 
4.3.2 Efeito do triterpeno derivativo (T2) na concentração sérica de 
GLP-1 
 
É conhecido na literatura que o fármaco sitagliptina estimula o 
aumento dos níveis séricos de GLP-1, que por sua vez estimula a 
secreção de insulina pelo pâncreas. Com base nisso, a figura figura 28 
demonstra dados relativos à concentração sérica de GLP-1 de ratos 
hiperglicêmicos tratados com sitagliptina ou T2, do tempo zero a 60 
min. Os ratos tratados com sitagliptina ou T2 apresentaram aumento 
significativo da concentração sérica de GLP-1 de 120% (30 min) e 75% 
(15 min), respectivamente, quando comparado ao controle. O resultado 
aponta que o efeito secretagogo de insulina do T2é, pelo menos em 
parte, devido ao aumento de GLP-1 sérico. 
 
4.3.3 Efeito do triterpeno derivativo (T2) na atividade de DPP-IVin 
vitro 
 
A inibição farmacológica de DPP-IV, a exemplo da sitagliptina, 
aumenta a concentração sérica de GLP-1 e, consequentemente, de 
insulina. Com base nisso, um experimento in vitro foi conduzido para 
avaliar a ação do T2 sobre a concentração de DPP-IV. O T2não 
diminuiu a atividade de DPP-IV. Os resultados apontam que o T2 
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aumenta a concentração de GLP-1 por uma via independente de DPP-IV 
nas condições experimentais estudadas (figura 29figura ). 
 
 
Figura 27- Efeito de T2e sitagliptina na curva de tolerância à glicose 
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Valores são expressos como média ±E.P.M; n=8 em duplicata para cada 
tratamento. ###p≤0,001 comparado ao grupo T2; **p≤0,01; *p≤0,05 
comparado ao grupo controle. 
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Figura 28- Efeito do T2na concentração sérica de GLP-1 
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Valores são expressos como média ± E.P.M; n=8 em duplicata para cada 
tratamento. ***p≤0,001; **p≤0,01 comparado ao grupo controle. Todos 
os grupos receberam sitagliptina. 
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Figura 29 - Efeito de T2 na atividade da DPP-IV in vitro 
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Valores são expressos como média ± E.P.M; n=4 em duplicata para cada 
tratamento. ***p≤0,001 comparado ao grupo controle.  
 
 
4.3.4. Efeito do triterpeno derivativo 2 (T2) no influxo de 
45
Ca
2+
 em cólon 
intestinal 
 
 
4.3.4.1 Curva de concentração-resposta e tempo-dependente do 
triterpeno derivativo (T2) no influxo de 
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
 
O aumento do cálcio intracelular é etapa crucial para a secreção 
de GLP-1 pelas células L do intestino. Com base nisso, e com o objetivo 
de avaliar os mecanismos envolvidos da secreção de GLP-1, o influxo 
de cálcio no cólon intestinal de ratos foi avaliado. Primeiramente, foi 
realizada a curva de concentração-resposta. A figura 30figura  A mostra 
que a concentração 10 pM foi mais efetiva na indução do aumento do 
influxo de cálcio no intestino em 10 min. Ainda, a figura figura 30 B 
mostra o efeito de T2 (10 pM) no influxo de cálcio na curva tempo-
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dependente. Com base nisso, a concentração 10 pM e o tempo 10 min 
foram selecionados para os estudos com agonistas e inibidores. 
 
4.3.4.2 Envolvimento de canais de K
+
ATP no efeito estimulatório do 
triterpeno derivativo (T2) no influxo de
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
 
A incubação com a glibenclamida (inibidora do canal K
+
ATP) 
estimulou em torno de 25 % o influxo de 
45
Ca
2+
 quando comparado ao 
controle, como esperado. Além disso, foi observado o efeito 
estimulatório do T2 no influxo de cálcio foi inalterada na presença de 
glibenclamida (figura 31figura  A). Por outro lado, a incubação com 
diazoxide determinou uma diminuição significativa no efeito 
estimulatório do T2 (figura figura 31 B). A concentração de diazoxide 
utilizada neste experimento não alterou a concentração basal do influxo 
de Ca
2
. 
 
4.3.4.3 Envolvimento dos canais de Ca
2+ 
dependentes de voltagem 
(CCDV) e cálcio intracelular no efeito estimulatório do triterpeno 
derivativo (T2) no influxo de
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
 
A concentração utilizada de nifedipina não alterou o equilíbrio 
celular basal do Ca
2+
. Além disso, a incubação com nifedipina diminuiu 
(53%) a ação do T2 (figura 32A). O resultado indica que parte da 
captação de 
45
Ca
2+
 induzida pelo T2 foi mediada pela abertura de 
CCDV-L. 
A figura 32 B mostra que o BAPTA-AM, não alterou a 
concentração basal do influxo de 
45
Ca
2+
. Adicionalmente, o BAPTA-
AM não alterou o estímulo da captação de Ca
2+ 
induzido pelo T2, 
indicando que o Ca
2+ 
intracelular não está envolvido na ação deste 
composto. 
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Figura 30- Curva concentração-resposta (A) e tempo-dependente (B) de 
T2 no influxo de 
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
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Pré- incubação = 60 min de incubação; Incubação = 10 min. Valores são 
expressos em média ± E.P.M.; n=8 em duplicata para cada grupo. **p≤ 
0,01; *p≤0,05 comparado ao grupo controle. 
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Figura 31- Envolvimento de canais de K
+
ATP no efeito estimulatório de 
T2 na captação de 
45 
Ca
2+
 no cólon intestinal 
0
2
4
6
8
*
*
*
Controle
T2 10 pM
Glibenclamida 300 M
Glibenclamida + T2
In
fl
u
x
o
 d
e 
c
ál
c
io
 n
o
 c
ó
lo
n
(p
m
o
l 
d
e
4
5
C
a2
+
/m
g
 p
ro
te
ín
a)
0
2
4
6
8
*
Controle
T2 10 pM
Diazoxide 250 M
Diazoxide+T2
#
In
fl
u
x
o
 d
e 
c
ál
c
io
 n
o
 c
ó
lo
n
(p
m
o
l 
d
e
4
5
C
a2
+
/m
g
 p
ro
te
ín
a)
A
B
 
 
(A) Glibenclamida (300 μM) e (B) diazoxide (250 μM) 
presentes durante 15 min da pré-incubação e durante a 
incubação. Pré-incubação = 60 min; incubação= 10 min. Média 
± E.P.M. de 3 experimentos independentes. *p≤0,05 comparado 
ao grupo controle. #p≤0,05 comparado ao grupo T2. 
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Figura 32- Envolvimento dos CCDV-L e do Ca
2+
 intracelular no efeito 
estimulatório do T2 no influxo de 
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
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(A) Nifedipina (10 μM) e (B) BAPTA (50 μM) presentes durante 15 
min da pré-incubação e durante a incubação. Pré-incubação = 60 min; 
incubação= 10 min. Média ± E.P.M. de 3 experimentos independentes. 
*p≤0,05 comparado ao grupo controle. #p≤0,05; ### comparado ao 
grupo T2. 
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4.3.4.4 Envolvimento da PKC e PKA no efeito estimulatório do 
triterpeno derivativo (T2) no influxo de 
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
 
Figura 33- Envolvimento das vias da PKA e PKC no efeito 
estimulatório do T2 no influxo de 
45
Ca
2+
 no cólon intestinal 
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(A) ST (1 μM) e (B) H-89 (10 μM) presentes durante 15 min da pré-
incubação e durante a incubação. Pré-incubação = 60 min; incubação = 
10 min. Média ± E.P.M. de 3 experimentos independentes. *p≤0,05; 
#p≤0.05. 
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Como mostrado na Figura figura 33 A, o tratamento de fatias de 
cólon com ST (1 mM), um inibidor da PKC, não teve qualquer efeito no 
grupo controle; no entanto, ele suprimiu o efeito estimulatório do T2 no 
influxo de 
45
Ca
2+
. Por outro lado, a incubação a H-89 (inibidor da PKA) 
não alterou o estímulo no influxo de 
45
Ca
2+ 
induzido pelo T2 (figura 33 
B). 
 
4.3.5 Efeito do triterpeno derivativo (T2) na atividade das 
dissacaridases intestinais 
 
A figura 34figura  ilustra a atividade específica das enzimas 
sacarase, lactase e maltase no duodeno de ratos após o tratamento in 
vivo com T2 (1 mg/kg). O grupo tratado apresentou diminuição 
acentuada da atividade enzimática da enzima maltase em comparação ao 
grupo controle. Não se observou diferença significativa nas outras 
enzimas. 
 
Figura 34- Atividade específica da enzima maltase no duodeno de ratos 
0.0000
0.0025
0.0050
0.0075
0.0100
0.0125 Controle
T2  1 mg/kg
*
A
ti
vi
d
ad
e
 e
sp
e
c
íf
ic
a 
d
a 
e
n
zi
m
a
  
  
  
  
 (
U
/m
g
 d
e
 p
ro
te
ín
a)
Sacarase Maltase Lactase
 
 
Valores são expressos como média ±E.P.M; n=6 em duplicata para cada 
tratamento. *p≤0,05 comparado ao grupo controle.  
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4.3.6 DISCUSSÃO 
 
A insulina e o glucagon são potentes hormônios reguladores do 
metabolismo da glicose e, por décadas, a DM foi considerada uma 
doença bi-hormonal. Porém, os mecanismos mediados por estes 
hormônios estão insuficientes para esclarecer alguns pontos na 
manutenção da glicemia em pacientes com DM (Taha e Klip, 1999; 
Beardsall et al., 2003; Moore, Cherrington e Wasserman, 2003). 
Novas perspectivas sobre a doença surgiram na década de 80, 
quando diversos hormônios intestinais foram identificados e um deles, o 
GLP-1, foi reconhecido como importante contribuinte para a 
manutenção da glicemia. Com isso, foi possível entender o processo de 
regulação da homeostasia da glicose como resultado da interação com 
outros hormônios, principalmente a relação dos hormônios pancreáticos 
(insulina e glucagon) com hormônios intestinais. Pode-se afirmar que a 
DM passou a ser vista como uma doença multi-hormonal (Baggio e 
Drucker, 2007; Nauck, 2011).  
É conhecido que indivíduos com DM podem apresentar 
hiperglucagonemia mesmo na presença de hiperglicemia, em 
decorrência da deficiência da secreção de GLP-1 observada desde os 
estágios iniciais da DM2. Ainda, é descrito que o paciente apresenta 
aumento da secreção de glucagon pelas células α, que promove o 
aumento da gliconeogênese e, consequentemente, a hiperglicemia pós-
prandial e de jejum. Apesar dos avanços das pesquisas nessa área, o 
conhecimento permanece limitado. Com base nisso, estudos de 
compostos que aumentem a secreção ou ação do GLP-1 são muito 
promissores (Nauck et al., 2011a).  
No presente estudo, foi verificado que a sitagliptina e o T2 
diminuíram significativamente a glicemia neste modelo animal de 
hiperglicemia. O tratamento associado de T2 e sitagliptina promoveu um 
efeito sinérgico, que foi confirmado pela diminuição significativa da 
glicemia em comparação ao T2 isoladamente. Além disso, foi observado 
que tanto a sitagliptina quanto o T2induziram o aumento da 
concentração sérica de GLP-1 neste modelo animal de hiperglicemia. De 
modo interessante, o pico de secreção do GLP-1 ocorreu em tempos 
diferentes: 15 e 30 min, respectivamente, para sitagliptina e T2. Tal 
particularidade pode estar relacionada a diferentes mecanismos de ação 
utilizados pelos dois diferentes compostos (Vahl et al., 2003). 
A utilização do GLP-1 como agente terapêutico é inviabilizado 
pela vida média plasmática extremamente curta (menor que 3 min) em 
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decorrência da rápida inativação por DPP-IV. Um dos mecanismos 
envolvidos no aumento da concentração sérica de GLP-1 ocorre por 
meio da inibição de DPP-IV. Os inibidores da DPP-IV, como a 
sitagliptina, inibem a secreção de glucagon, aumentam a secreção da 
insulina e estimulam a proliferação de células L no intestino, produtoras 
de GLP-1, contribuindo assim com a redução da glicemia (Nauck et al., 
2011b). O resultado de uma importante meta-análise demonstra que em 
comparação a sitagliptina, análogos de GLP-1 são mais eficazes no 
controle glicêmico e perda de peso (WANG et al., 2014). Alguns 
compostos atuam reduzindo a glicemia em animais diabéticos por meio 
de mecanismos que envolvem a interação de GLP-1 os receptores 
específicos de membrana (Baggio et al., 2004).  
No presente trabalho, mesmo que tenha sido observado que o 
T2induziu o aumento da concentração sérica de GLP-1, não foi 
observado a redução da atividade de DPP-IV, apontando o aumento do 
nível sérico de GLP-1 é devido outro mecanismo. Diante disso, foram 
realizados estudos in vitro utilizando o influxo de cálcio como 
mecanismo para avaliar o efeito de T2 diretamente nas vias que 
controlam a secreção de GLP-1 no cólon intestinal. A hipótese do estudo 
é que a secreção de GLP-1 estimulada por T2 esteja envolvida em vias 
mediadas pelo influxo de cálcio nas células L. 
O desenvolvimento de modelos in vitro em células-L de murino e 
de humanos permitiram descrever os mecanismos intracelulares 
relacionados aos efeitos secretagogos de GLP-1 no intestino. A secreção 
dos peptídeos intestinais é amplamente descrita em relação às vias 
intracelulares de Ca
2+
 e cAMP(Reimann et al., 2008). Semelhante as 
vias descritas para o pâncreas na parte 2 deste trabalho, é apontado que, 
no intestino, o GLUT 2 afeta a despolarização da membrana plasmática 
por meio do fechamento dos canais de K
+
ATP e abertura de canais 
CCDV. Além disso, é proposto que a ativação de PKC e PKA também 
promovem a secreção dos peptídeos intestinais (Mace, Schindler e Patel, 
2012).  
Nas condições experimentais do presente trabalho, o efeito 
estimulatório do T2 (10 pM) no influxo de Ca
2+
 no intestino de ratos 
pode contribuir para a secreção de GLP-1 e este evento, assim como no 
pâncreas, parece ser mediado por canais de K
+
ATP e CCDV-L, uma vez 
que o agonista desses canais (respectivamente, diazoxide e nifedipina) 
anularam o efeito estimulatório do triterpeno no influxo de cálcio. A 
PKC também parece estar envolvida no mecanismo de ação do T2no 
cólon. 
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Para complementar os estudos no intestino, foram realizados 
também experimentos in vivo para verificar o efeito inibitório do 
T2frente à atividade das dissacaridades nos quais foi observado que o 
tratamento inibiu significativamente a atividade da maltase.    
A figura 35 apresenta os efeitos de T2 e aponta o possível 
mecanismo de ação do composto. Nesse sentido, o intestino deve ser 
considerado um órgão importante na fisiopatologia da DM, sendo 
importante alvo de ação de T2.  
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5. CONCLUSÃO 
 
 Foi comprovada a eficácia da utilização popular da S. 
impressifolia para a DM uma vez que o tratamento agudo intraesofágico 
com o extrato bruto, fração clorofórmio e resíduo insolúvel reduziram 
significativamente a glicemia de ratos hiperglicêmicos após período 
agudo de tratamento in vivo.  
 O mecanismo de ação anti-hiperglicêmica da S. impressifolia 
envolve, pelo menos em parte, a inibição das enzimas α-glucosidades 
(maltase e sacarase), responsáveis pela absorção intestinal de glicose. 
 A observação do efeito anti-glicação in vitro da S. impressifolia 
indica que a espécie pode contribuir na prevenção das complicações 
tardias da DM. 
O esclarecimento das ações anti-hiperglicêmicas e anti-glicação 
da S. impressifolia aumenta a segurança e a eficácia da utilização. O 
entendimento das vias reguladas e/ou envolvidas nas ações da S. 
impressifolia na regulação do metabolismo de carboidratos requer 
maiores investigações. 
 
 Também, o estudo demonstrou pela primeira vez que a espécie 
C. heterodoxus, assim como o triterpeno derivativo (T2) apresentam 
significativo efeito na redução da glicemia após tratamento agudo 
intraesofágico.  Adicionalmente, T2mostrou efeito hipoglicemiante 
destacadamente melhor quando comparado ao extrato bruto da C. 
heterodoxus e ao triterpeno isolado (T1). 
 T2pode regular a homeostasia da glicose, pelo menos em parte, 
por aumentar a concentração de insulina sérica. Os dados obtidos por 
meio da microscopia eletrônica apoiam os resultados, já que T2 induziu 
rápida translocação das vesículas de insulina do citosol para a membrana 
plasmática. 
 O estímulo da secreção de insulina pode estar associado ao 
aumento de influxo de cálcio nas células β pancreáticas por meio de 
mecanismos que envolvem estimulo da captação de glicose, inibição de 
canais K
+
ATP, ativação de canais CCDV-L e PKC.  
 
 Corroboram para demonstrar os mecanismos da ação anti-
hiperglicêmica de T2 a indução do aumento da concentração sérica de 
GLP-1, atualmente, um dos alvos em evidência no tratamento da 
insulino resistência.  
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 O estímulo da secreção de GLP-1 pode estar associado ao 
influxo de cálcio no cólon intestinal por meio de mecanismos que 
envolvem inibição de canais de K
+
ATP, ativação de CCDV-L e a proteína 
PKC. Demonstrou-se que o aumento da secreção de GLP-1 não é 
mediado pela inibição da atividade da proteína DPP-IV. 
 T2 também atuou inibindo a enzima maltase, que permite a 
absorção intestinal da glicose. 
 
Os resultados obtidos após o tratamento com T2 in vivo e in vitro 
demonstram importante efeito hipoglicemiante e propõe os mecanismos 
pelos quais T2 regula a glicemia, atuando nos tecidos pancreático e 
intestinal, por meio da estimulação da secreção de insulina e de GLP-1, 
assim como por inibir a maltase no intestino. Em comum, T2 atuou de 
modo semelhante no pâncreas e intestino, aumentando influxo de cálcio 
por meio da regulação de canais iônicos responsáveis pela secreção 
insulínica (K
+
ATP e CCDV) e regulação da PKC. 
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APÊNDICE A – Cromatograma da fração de derivado p-
nitrobenzoilado de hexano de fern-9(11)-ene-2α,3β-diol 
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APÊNDICE B  – Espectros de RNM COSY de derivado p-
nitrobenzoilado de fern-9(11)-ene-2α,3β-diol 
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APÊNDICE C – Espectros de HMBC de derivado p-nitrobenzoilado 
de fern-9(11)-ene-2α,3β-diol 
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APÊNDICE D – Espectros de HMQC de derivado p-
nitrobenzoilado do fern-9(11)-ene-2α,3β-diol 
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